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En este trabgjo, se realizé la evaluacion del desarrollo de la enfermedad en lineas experimentales y
variedades de clavel sometidas a inoculacion artificial con Fusarium oxysporum f. Sp dianthi en

condiciones de invernadero.

Las lineas experimentales evaluadas, provienen de tres poblaciones F;, que diferian en la
resistencia de los parentales. Dos cruces tenian parentales resistente y susceptible y el restante tenia
ambos parentales resistentes. Las plantas de cada F;, fueron inoculadas en sustrato con una
suspension de esporas del patogeno, a una concentracion de 5 x 10" esporas/g de suelo. La
evaluacion durd 17 semanas, a fina delas cuales se observo que, paralas tres progenies evaluadas,
la proporcion de individuos susceptibles a la enfermedad fue baja, en comparacion con la

proporcion de individuos asintomaticos 6 con bagjos indices de severidad.

Para el cruce entre parentales resistentes, lamayoria de la poblacion presentd niveles intermedios de
severidad. Las poblaciones de los cruces entre parentales resistente y susceptible, registraron niveles
bajos de severidad. El area bgjo la curva de la enfermedad (AUDPC), fue calculada para cada
patosistema; los cruces entre parentales resistente y susceptible registraron valores pequefios de
AUDPC, comparados con los calculados para la progenie del cruce entre parental es resistentes, la

cual presenté los valores mas altos de AUDPC.

Las Variedades comerciales de clavel, Candy y Kaly (resistente y susceptible), fueron inoculadas
por inmersion en una suspension de esporas a una concentracion de 1 x10* esporagml vy la
evaluacion consistio en la determinacion del avance del patogeno a través del tallo de la planta,
mediante aislamiento de tgjido infectado, en medio de cultivo; asi mismo se realizo una descripcion
histologica de lo que sucede a nivel vascular. El seguimiento duro 70 dias y desde el dia séptimo
posterior a la inoculacion, en la variedad Kaly, se report6 ingreso del patégeno. Para la variedad
Candy, seevidencié ingreso del patogeno hasta el dia 30, posterior a la inoculacion. Finalmente F.
oxysporum 1.0 dianthi colonizé el 60% del tallo en la variedad Kaly como consecuencia de la
poca efectividad que tiene para detectar y confinar e hongo en €l sitio de infeccion. La produccion
de gomas, y geles fue efectiva en la variedad Candy, logrando disminuir €l avance del patégeno,

[legando 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 exportacion de clavel (Dianthus
caryophyllus), (PROEXPORT, 2007). En consecuencia, la actividad floricultoratiene gran impacto
economico para el pais, a ser generadora de empleo y fuente de ingreso de divisas. No obstante, se
han registrado pérdidas econdmicas en los ltimos afos (Tenjo et al., 2006), debido entre otras
cosas, a la presencia en € suelo de patogenos del género Fusarium, causantes de la marchitez
vascular en el clavel. Atn no se han encontrado variedades totalmente resistentes (Rattink, 2000),
y los controles fisicos y quimicos para reducir la poblacion del patogeno no han sido eficaces
para contrarrestar la enfermedad y generan mayores gastos para € floricultor (Arthur y Matthewus,
1980; Rattink, 2000).

Por tanto, € desarrollo de nuevas variedades de clavel resistentes a estos patdgenos vasculares, Y
gue presenten caracteristicas para ser comercializadas, es uno de los actuales retos que enfrenta la
floricultura colombiana (Ardila e Higuera, 2005), implicando asi el desarrollo de programas de

investigacion en las areas de fitomejoramiento y fitosanidad.

El patosistema clavel- Fusarium se ha estudiado desde diferentes dngulos con trabajos que reportan
ensayos de resistencia en campo y/o invernadero (Buiati er al., 1985; Baayen et a., 1988; Ben-
Yephet et al., 1996, 1997; Scalaer al., 1998; Prados-Ligero et al., 2007), analisis histolgicos post-
inoculacion de plantas de clavel resistentes y susceptibles (Baayen y Elgersma, 1985, Baayen 1986;
Baayen et al., 1988,1989,1996; Oullette y Baayen, 2000; Oullette ez al., 2002), estudios in vitro,
con analisis de enzimas y compuestos fenolicos involucrados en los mecanismos de defensa de la
planta ( Higuera y De Gomez, 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 er al, 1997), donde se reporta que la

herencia de laresistencia a Fusarium en clavel, es poligénica.

En Colombia, se han realizado trabajos relacionados con la resistencia en clavel (Higuera'y De
Gomez, 1996; Filgueira y Guardiola, 1999; Ardila e Higuera, 2005), que en su mayoria se han
centrado en € aspecto bioquimico del problema ¢é en estudios de identificacion del patdégeno F.
oxysporum (Arbelaez y Calderon, 1993). Sin embargo, no existen reportes de estudios, para las
condiciones de la Sabana de Bogota, 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 Bogota es uno de los centros de produccion del clavel en Colombia, obtener este tipo de
informacion seria de gran utilidad para los programas de hibridacion y fitomejoramiento que se

realizan |localmente.

Por lo anterior, dentro del grupo de investigacion en Fitopatologia Molecular del programa de
Biologia Aplicada en la Universidad Militar “Nueva Granada”, surge una estrategia para hacer
frente a problema de investigacion, que consiste por una parte, en la obtencion de plantas
mediante la realizacion de cruces entre Variedades y lineas experimentales de clavel, con una
morfologia floral y resistencia al patégeno determinada, para que evaluando la descendencia se
seleccionen los individuos que resulten mas aptos para un proceso de produccion de plantas
atamente resistentes y con caracteristicas morfoldgicas que permitan su comercializaciéon. De
manera aterna a esta edtrategia, se planted el realizar un analisis de tipo histoldgico con las
Variedades de clavel que se estan comercializando actualmente, para complementar la informacion
existente respecto a los mecanismos de defensa que tiene la planta y € modo de infeccion y

colonizacion que posee € patdgeno invasor, bajo las condiciones propias de cultivo.

El trabgjo realizado, consiste en lafase inicial de este proyecto, donde se evaluo la resistencia a F.

oxysporum f.sp. dianthi de lineas hibridas y Variedades de clavel.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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Sin duda alguna, nuestro pais cuenta con facilidades y ventgas para e cultivo, produccion y
exportacion del clavel. La temperatura de la Sabana de Bogota oscila entre los 18°C -20°C en el dia
y en la noche las temperaturas registradas son de 6 a 8°C; en ambos casos, Optimas para su
desarrollo (Pizano, 2000). Segin datos de ASOCOLFLORES (2007), del 100% de flor producida,
13.5% corresponde a clavel, lo cua la ubica en el segundo lugar de produccion y exportacion

después de la rosa.

Aunque se cuenta con adecuadas condiciones ambientales para la produccion del clavel, la
presenciade F. oxysporum f.Sp dianthi, que causa marchitez vascular representa un problema serio
paralos productores ya que halogrado diezmar |a produccion acarreando pérdidas econémicas para
los productores (Mayorga e Higuera, 2007). Se han empleado distintas estrategias para el control de
la enfermedad, que incluyen el control biologico y la esterilizacion quimica y fisica pero resultan
costosos y ho han dado resultados efectivos, gracias en parte ala amplia distribucion del patogeno

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

Una alternativa para hacer frente a la enfermedad, reside en la biisqueda y desarrollo de variedades
resistentes (Higueray De Gomez, 1996) y aunque se han realizado trabgj os respecto a evaluacion de
herencia de laresistencia (Baayen et al. 1991; Arts et al. 1992; Scovel et al. 2001), no hay claridad
respecto a nimero de genes que intervienen en la expresion del caracter, ni las proporciones

fenotipicas y genotipicas esperadas en |os cruces que se establ ezcan.

Esta clase de informacion, ayudaria en la planeacion de los programas de hibridacion y
mejoramiento de clavel, debido a que por € proceso mismo de cruzamientos y autocruzamientos
sucesivos, se tendrian datos de la frecuencia de un genotipo y/o un fenotipo dado de resistencia, y

por consiguiente, se podrian establecer poblaciones 6 parentales fuente de resistencia.

Por otro lado, los mecanismos de defensa de la planta a nivel vascular, han sido estudiados
mediante analisis de microscopia de luz y electronica (Oullette et al., 2002), con variedades en
desuso y ausentes en Colombia. Con los trabgjos de analisis histologico previos en clavel, se han
hecho una serie de generalizaciones en la respuesta de defensa de la plantas. Sin embargo, resultade
interés determinar si la respuesta de defensa dada por las variedades de clavel cultivadas en

Colombia, difieren en algo respecto ala produccion de gomas y geles, modificacion celular, tiempo
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de deteccion y aislamiento del patdgeno, entre otros aspectos que pueden estar influenciados por el

lugar y estilo de cultivo.

El trabajo realizado, hace un aporte inicial respecto a analisis de poblaciones F;, que provienen de
parentales con diferentes grados de resistencia, en cuanto a la capacidad que tienen de prevenir los
Sintomas de la marchitez vascular. Esta informacion, sera de utilidad para el programa de
fitopatologia molecular de la Universidad Militar “Nueva Granada”, puesto que con un analisis de
estas poblaciones hibridas, se pueden generar nuevas lineas de evaluacion y determinar si lo

observado fenotipicamente en una generacion, se repite en otra.

Finalmente, el seguimiento y analisis histoldgico de las variedades de clavel Kaly (S) y Candy (R),
permitira hacer una aproximaciéon a los mecanismos de defensa de estas variedades y la capacidad
gue tienen de impedir el avance del patdgeno, estando sometidas a las condiciones climaticas
propias de la Sabana de Bogota, zona de mayor cultivo de clavel en el pais. Adicionalmente, un
estudio de esta clase, generara un protocolo en microscopia dptica que servira para analisis de otras
variedades de clavel y sera posible establecer comparaciones entre las catalogadas como resistentes
0 susceptibles y se podra usar como un criterio fenotipico adicional, en la determinacion de la

resistencia 6 susceptibilidad de las variedades.
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OBJETIVOS

General:
e Evaluar larespuestade variedadesy lineas experimentales de clavel sometidas ainoculacion

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

Especificos:

» Evauar la respuesta sintomatol6gica mediante inspeccion visual, de las plantas producto
de los cruces UM 226 (Susceptible) X Candy (Resistente) , A255 (Susceptible) X Havanna
(Resistente) y UM227 (Resistente) X Candy (Resistente), sometidas a inoculacion

artificial con Fusarium oxysporum f.5p. dianthi, bgjo condiciones de invernadero.

» Determinar €l avance del patogeno en las variedades Kaly y Candy bajo condiciones de

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

» Describir histologicamente, mediante técnicas de microscopia optica, la reaccion de las
variedades Kaly y Candy, cuando son sometidas a una inoculacion artificial con F.

oxysporum f.Sp dianthi.
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JUSTIFICACION

Colombia es el segundo exportador de flores nivel mundia 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 paises como Alemania,
Holanda, Reino Unido, Yy Japon (Asocolflores, 2007, PROEXPORT, 2007). Sin embargo, la
presencia de F. oxysporum f.sp dianthi en |los suelos de la Sabana de Bogota ha logrado diezmar
la produccion de esta flor cortada, siendo el causante de la marchitez vascular (Arbelaez y Calderon,
1993). Yaque los métodos de control usados hasta ahora (esterilizacion quimica Y fisica del sustrato
de sembray uso de fungicidas) no han dado resultado y continuan las pérdidas econémicas para los
floricultores, la busqueda y desarrollo de variedades resistentes se convierte en lamejor alternativa

para hacer frente ala enfermedad (Higueray de Gomez, 1996).

Laevaluacion en campo de lineas hibridas de clavel, es una de las estrategias recomendadas para e
desarrollo de las variedades resistentes. Como argumenta Aras et al, (1992), programas de
hibridacion que planteen diferentes cruzamientos entre variedades resistentes y susceptibles y que
apliquen sistemas de seleccion masal, pueden lograr una mayor acumulacion de alelos que
confieren resistencia en la poblacion y por consiguiente favoreceran a la obtencion de un porcentaje

mayor de genotipos resistentes.

Por otra parte, aunque se han realizado diversos estudios histopatol 6gicos en clavel, e hacerlos con
las variedades vigentes, cuando son inoculadas con los aislamientos de F. oxysporum f.5p dianthi
gue se encuentran en las zonas de cultivo, permite hacer una evaluacion respecto al desarrollo de la
enfermedad y a los mecanismos tanto de defensa como de colonizacion, fruto de las condiciones
propias del lugar del cultivo. Generar este tipo de informacion, aporta conocimiento para un manejo
de la enfermedad que responde a las condiciones propias del lugar y a las caracteristicas que

presentan, e patégeno y la planta, cuando se genera un proceso de infeccion.
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MARCO TEORICO

1.1 El clavel (Dianthus caryophyllus)

Originaria de la costa del Mediterraneo (Pirineos) , esta planta pertenece a la familia
Caryophillaceaey a género Dianthus, €l cual agrupa mas de 300 especies muchas de las cuales
son silvestres en Europay Asia. Su cultivo inicié en Europa, mas 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).

Historicamente 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 produccion de flor cortada y en 1942, William Sim obtuvo por procesos de hibridacion el
clavel SIM 6 clavel americano. Junto con las variedades Mediterraneo y miniatura, el clavel
americano conforma los tres ecotipos que existen del clavel. (Sinisterra, 1994) (Gabaly y
Galbally, 1997; Holley, 1999. citado en Fernandez, 2003).

Fisicamente, la flor del clavel silvestre es simple, posee cinco pétalos y su borde es serrado.
Respecto a color se puede decir que es monocromatica aunque es posible observar algunas que
presentan una zona central de color distinto. Al ser de origen Mediterraneo, el clavel es una
planta de dia largo y se caracteriza por florecer hacia el final de la primavera y durante el verano.
Sin embargo, con € fin de optimizar procesos de produccion y rentabilidad, los franceses e
italianos —como pioneros de su cultivo- lograron modificar estos tiempos de floracion haciendo
gue iniciara mas temprano en la primavera y se prolongara hasta el invierno.(Gabaly y
Galbally, 1997; Arreaza, 2000).

Respecto al comercio, Colombia exporta clavel estandar y mini-clavel alos Estados Unidosy se
ubica en el segundo exportador mundial de clavel, después de Holanda. Paises como Espaiia,
Marruecos, Turquia e Israel, mantienen el cultivo de esta planta en lo que al sector del

Mediterraneo se refiere ( Pizano, 2000).

12 Fusarinm oxvsnornm
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Perteneciente a grupo de los ascomicetes, F.oxysporum €s un hongo de amplia distribucion 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 fisioloégico en
aidamientos del hongo, han generado cepas patogenicas 6 formas especiales del patdogeno, que
se especializan en atacar cultivos determinados. Aunque las formas especiales, son similares
morfoldgicamente y su diferenciacion, debe realizarse a partir de ensayos de patogenicidad, no
son abundantes en todas las regiones debido a que requieren hospederos especificos y causan
enfermedad bajo condiciones ambientales determinadas (Backhouse er al/, 2002; Leslie y
Summerell, 2006).

F.oxysporum en su forma especia dianthi, se ha especidizado en atacar a clavel de tipo
miniatura y estandar y en experiencias obtenidas desde los afios 40s con Brickerton (1942) y
Guba (1945), se ha encontrado que distintas variedades de clavel responden de forma distinta a
los aislamientos del patdgeno, sugiriendo de esta forma que hay razas del patdégeno que difieren
en la seleccion de su hospedero y en la virulencia hacia ellas (Sinisterra, 1994). Hoy en dia, se
sabe que existen ocho razas patogénicas de F.oxysporum f.sp. dianthi siendo la raza 2 la mas
difundida por todo el mundo y |a predominante en Colombia; la resistencia en clavel a esta raza
esparcia (Arbelaez y Calderon, 1993; Ben-Y ephet y Shtienberg, 1997).

Respecto a las caracteristicas morfologicas de F. oxysporum, Se puede decir que produce
micelio areo de tipo algodonoso y sobre el cual se forman tres tipos de esporas asexuaes a
saber: las microconidias, que son esporas unicelulares, de paredes delgadas, con forma bien sea
redonda 6 elipsoidal y su tamafio esta entre 5-13u de largo y 1.6-5ude ancho (Rattink, 2000).
Las microconidias se encuentran de manera abundante y posterior a proceso de infeccion,
pueden ser producidas incluso a interior de los vasos conductores del hospedero. Su funcion
principal, es la de realizar la penetracion y diseminacion en las raices del clavel (Agrios, 2005;
Rattink, 2000); las macroconidias poseen un tamafio mayor que oscila entre los 27-46p de largo
por 3 -4.5u de ancho. Estas son multicelulares y poseen septos (Sinisterra, 1994). Los bordes son

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

=
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estructuras de resistencia en caso de ausencia del hospedero 6 en condiciones adversas para el
hongo. De aspecto redondeado y pared gruesa, la clamidospora puede definirse como una
condensacion de hifas y macroconidias, que puede tener una 6 dos células y su tamafio es de 8-

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

1.3Resistencia de las plantas a los patégenos

L os mecanismos de defensa en las plantas pueden ser de dos clases: quimicos y mecanica. Entre
los mecanismos quimicos se pueden mencionar la sintesis de compuestos fenolicos, enzimas,
exudados gomosos, geles etc. Respecto a la defensa mecanica, se evidencia principalmente
modificaciones en laforma de las células, contraccion del citoplasma, engrosamiento de la pared
celular, formacion de capas de corcho, hiperplasia, entre otros. Con frecuencia estas respuestas
pueden ocurrir de forma simultanea, donde, por ejemplo, la sintesis de gomas va acompaiiada de

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

Estos dos tipos de defensa (mecanica y quimica) pueden encontrarse de manera constitutiva en la
planta o ser activados por elicitores, unavez se produce un daiio y se presenta €l reconoci miento
entre e hospedero y el patdogeno (Hutchinsom, 1998 citado en Karban y Kué, 2000; Agrios,
2005). Larespuesta de defensa, puede ocurrir anivel local, confinando al patégeno en el sitio de
infeccion, y a nivel sistémico, cuando se producen sustancias como € acido salicilico, que
actiian como segundos mensajeros y disparan mecanismos de defensa en sitios donde atn no ha
llegado €l patogeno (Agrios, 2005). Proceso similar Se produce en un tipo de respuesta
denominado como “respuesta hipersensible€”, donde una vez se presenta el reconocimiento entre
el patégeno y el hospedero, la planta presenta un aumento del estrés oxidativo, modificacion de
las paredes celular, produccion de sustancias inhibitorias para el patogeno y otras que funcionan
como segundos mensgjeros para generar defensa en sitios donde ain no esta presente.
Finalmente, se induce a la muerte celular en la zona afectada para lograr € confinamiento del
patégeno y evitar su avance (Dixon et al 1994, Gilchrist, 1998, citado en Karban y Kué, 2000).

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

primera, denominada cualitativa mono u oligogénica 6 completa, la poseen aquellas plantas que
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son totalmente resistentes a una raza especifica del patégeno independiente de las condiciones
ambientales a las que se encuentren expuestas, incluso las mas propicias para el patdgeno. Los
genes que regulan este tipo de resistencia son pocos (de ahi su nombre) y se les denomina genes
mayores (Ben-Y ephet et al., 1997; Agrios, 2005 ). El segundo tipo de resistencia, se denomina
cuantitativa, general 6 poligénica en la cual son muchos genes los que intervienen en ellay la
planta es capaz de resistir a varias razas del mismo patégeno. Sin embargo, la resistencia
poligénica, es susceptible a variacion por las condiciones ambientales predominantes en d

momento de lainfeccion y progresion de la enfermedad (Ben-Y ephet 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 afio de 1898 en los Estados Unidos por
Sturgisy su descripcion detallada se realizé un par de afios después en Francia (Sinisterra, 1994;
Rattink, 2000). En la actualidad, esta enfermedad aparece en cualquier lugar donde exista un
cultivo de claveles y aungue se han tomado medidas preventivas tales como el uso de fungicidas,
la esterilizacion ddl suelo con vapor, control bioldgico entre otros, han resultado ser esfuerzos
poco utiles y costosos para el control de la enfermedad pues e hongo se disemina facilmente por
e agua y puede mantenerse en € suelo por mas de 40 afios, haciendo realmente dificil su
eliminacion. (Arthur y Mattews, 1980; Arbelaez y Calderén, 1993; Rattink, 2000).

Entre los sintomas externos de la marchitez vascular causada por F. oxysporum f.sp dianti
puede mencionarse la decoloracion y amarillamiento foliar que se observa solo en un lado de la
planta, donde € patdgeno ha penetrado. Esto se da porque el hongo no puede diseminarse de
formaradial 6 lateral pues las paredes celulares del vaso conductor (xilema) actian como barrera
natural (Baayen y Elgersma, 1985 citado en Sinisterra, 1994; Arbeldez y Calderén, 1993). Es
comun observar también cierto retraso en el crecimiento de la planta y sus brotes, y segin lo
sugerido por Nieman (1990) citado en Arbelaez y Calderon (1993) esto podria deberse al gasto
energético ejercido por el hospedero para iniciar y mantener los distintos mecanismos de defensa
gue posee. Conforme la enfermedad prosigue, € marchitamiento se acentua, la parte superior de
la planta se dobla y finalmente el clavel muere. Si seredizase un corte en €l tallo de una planta
enferma, seria posible apreciar alteraciones a nivel vascular caracterizadas principalmente por la

coloracion marrdn que presenta. (Baker, 1980, citado en Sinisterra 1994; Rattink, 2000).
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El rango de temperatura para que haya infeccion con F. oxysporum f.sp. dianthi esta entre los 15
y 30°C, aunque este hongo puede mantenerse en temperaturas inferiores alos 15°C (Sinisterra,
1994). El pH del suelo puede también influir en el desarrollo del patogeno siendo 7.7 el valor
mas favorable para este y a esporulacion 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 1o marca la germinacion de la espora fungica, la cual puede estar en
suelo 6 en esquejes infectados, que son usados para la siembra. Una vez germina la espora, la
hifa penetralas células epidérmicas de la raiz hasta llegar al xilema donde inicia su colonizacion.
El avance a través del xilema puede darse por la extension de las hifas, 6 bien por el transporte
pasivo de las microconidias, € cua constituye una colonizacion de gran magnitud y de larga
distancia. Al inicio de la enfermedad el xilema es € tnico tejido afectado, pero en estadios
avanzados el floema, el cambium, la médula y la corteza también resultan involucrados en el

ataque fungico (Sinisterra, 1994).

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

Ben-Yephet er al (1997), reportan que la resistencia que presenta la plantaalaraza 2 del patogeno,
es parcia y varia de acuerdo a las condiciones que se establezcan en el ensayo. Asi mismo, hace
énfasis en la diferencia que debe hacerse entre la resistencia a la infeccion y la resistencia a la
aparicion de sintomas, porque se han reportado casos de variedades que son asintomaticas aun
cuando se ha comprobado €l ingreso y colonizacion al interior de la planta (Ben-Yephet ef al,
1997). Aunque en €l lenguaie comiun de los productores de clavel, se hablan de variedades
resistentes y susceptibles, en fitopatologia se manejan diversas opiniones respecto a la definicion

mismadel concepto “resistente” y “susceptible”.

Segun Agrios (2005), en los casos donde existe una resistencia completa y especifica a la raza del
patogeno, los procesos de identificacion del patogeno, por parte de la planta, son mas especificos y

elaborados que los observados en una resistencia parcial, razén por la cual la inhibicion de la
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entrada del patdgeno 6 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
especificos, puede darse la infeccion por parte del patdogeno, pero su crecimiento y €l desarrollo

posterior de sintomas puede verse disminuido de manera significativa.

Junto con los términos “resistente” y “susceptible”, se usa el término “tolerante€” para describir la
reaccion de una planta frente al patogeno. Agrios (2005), define una planta tolerante, como aquella
gue siendo susceptible, logra retardar la aparicion de sintomas y el crecimiento del patdogeno 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 relacion con la resistencia parcial.

Vidhyasekaran (2004), no toma la tolerancia al patdégeno como una categoria diferente a la
resistencia parcial, sino que la asocia como caracteristica 6 consecuencia de la misma. Para este
autor y para Browne et al (2006), la resistencia que pueda presentar un hospedero, cuando esta es
parcia, estara caracterizada por la capacidad de atenuar o disminuir € progresoy laseveridad de la
enfermedad y no por €l éxito o fracaso del establecimiento del patogeno. Kiraly et al (2007), dentro
de la resistencia parcia establece una subdivision que denomina como, resistencia de lenta y
reducida tasa de esporulacion. En este tipo de resistencia, el hospedero parece susceptible, puesto
que permite e ingreso del patégeno y la infeccion es exitosa, pero la planta infectada logra

disminuir la cantidad de indculo producido posteriormente.

En clavel, la capacidad para disminuir la severidad e incidencia de la enfermedad, mas que la
entrada 0 no del patogeno, ha sido un criterio usado para definir la resistencia de una variedad
(Cevallos y col, 1990; Arbelaez y Calderdn, 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 €
afirmar que una variedad es resistente, ain cuando permita el ingreso del patogeno, si es capaz de

atenuar 6 impedir la generacion de sintomas.

La capacidad de resistir d desarrollo de la enfermedad, posterior a la infeccion, ha sido estudiada

desde diversos angulos, para el patosistema clavel-Fusarium. En estudios distintos a de cultivo de
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localizaday se caracteriza por la produccion de geles y compuestos fendlicos junto con un aumento
de lalignificacion y suberizacion que finalmente logra la retencion del patogeno en el lugar de la
infeccion (Baayen ef al/, 1996). Segiin Higuera y de Gomez (1996), los compuestos fenolicos que
actian en la defensa de la planta a nivel de raiz pueden estar asociados a un mecanismo de defensa
constitutivo donde existe una concentracion inicial alta de compuestos fenodlicos que favoreceran los
procesos de lignificacion y fenolizacion determinando en cierta medida la resistencia que presenta

laplanta.

1.3.2.1 Cambios histologicos asociados a la resistencia.

El analisis histologico, ha permitido evidenciar la estrategia de defensa del clavel y contrastar o que
se observa al exterior, con lo que sucede a interior. Diferentes autores han realizado estudios a
respecto, donde se ha analizado la respuesta en talo y raiz de variedades consideradas como

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

1. Obstruccion de los vasos del xilema por produccion de gomas 6 geles con un contenido alto
de compuestos fenolicos y fitoalexinas (Nieeman et al., 1990 citado en Ouellette et al 2002).
2. Depositos en pared celular de células del parénquima, adyacentes a vasos infectados
(Baayen, 1998 citado en Ouellette et al 2002).
3. Aidlamiento de la zona afectada por formacion de capa de corcho (Baayen, 1998; Baayen et
al., 1996; Rioux y Baayen, 1997 citado en Ouellette et al 2002).
4. Regeneracion del xilema afectado (Baayen, 1986,1998 citado en Ouellette et al.,2002).

Las variedades mas usadas para este tipo de estudios han sido hasta el momento “Early Sam” y
“Novada”, reconocidas por su susceptibilidad y resistencia, respectivamente. Las descripciones
histol6égicas hechas, posterior a una inoculacion 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, a parecer, las células del parénquima
adyacente no sufren ningin tipo de cambio (Baayen et al/, 1997 ; Ouellette ez al 1998, citado en
Oudllette er 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 €l tiempo para registrar la aparicion de
sintomas y dafio vascular. Luego de sicte dias, la variedad susceptible (“Early Sam™) mostro
oscurecimiento del tallo y a los dieciocho dias, aparecieron los sintomas. En contraste, “Novada”
presento un ligero oscurecimiento del tallo alos 18 dias pero permanecié asintomatica durante todo

el tiempo que dur¢ el ensayo (35 dias), caracteristica que evidencia su resistencia.

Desde & primer dia posterior a la inoculacion, fue posible detectar el patdogeno en los haces
vasculares de la variedad susceptible y la colonizacion fue abundante durante todo el ensayo.
Incluso, alas cinco semanas posteriores a la inoculacion, el patogeno ya estaba presente en tejidos
como e cambium y €l floema. Con la variedad resistente, € patdégeno solo fue detectado en vasos
aidadosy en areas pequefias. La zona de infeccion estuvo restringida al area contigua al borde de la
médula y la mayor parte de la zona vascular estuvo sin alteracion alguna. Los investigadores
también realizaron mediciones de la densidad de colonizacion del patdgeno, estableciendo el
nimero de esporas/ml que lograron extraer del tejido infectado, y encontraron que la variedad
susceptible registré concentraciones altas del propagulo (4x 107 esporas/ml), en comparacion con
Novada que mantuvo la concentracion entre 1 x 10"y 1 x 10% esporas/ml y fue mas eficiente en la

neutralizacion del patogeno ( Baayen & Elgersma,1985).

Adicional a la obstruccion del xilema y la produccion de compuestos que logran confinar al
patdgeno y disminuir su capacidad de propagacion, Baayen (1986) observo que las variedades
resistentes también logran regenerar el tejido vascular que ha colapsado, proceso que se presenta
unicamente como respuesta a un ataque patogénico y no a una simple lesion del sistema vascular —
esto reflgjala especificidad y precision de los mecanismos de defensa que se generan en respuesta a
una amenaza de diferentes tipos. Asi mismo, Baayen (1986) concluye que la capacidad de
regeneracion vascular no es una causa sino la consecuencia de la resistencia, pues es el resultado de

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

En e estudio realizado por Oudllette et al (2002), observaron que en la variedad “Novada” hubo
produccion de gomas y depositos al interior de los vasos xilematicos que lograron contrarrestar €l
avance del patogeno y adicional a esto, las células parenquimatosas adyacentes a los elementos de
vaso infectados, presentaron unatonalidad mas oscura u opaca en cuanto a pared primaria y lamina

media se refiere ya que hay formacion de depositos (similar a papilas) muy gruesos una vez se
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establece lainfeccion. Asi mismo, observaron laformacion de una capa densa y fibrilar, acumulada
hacia €l periplasma de las células del parénquima, con el contenido celular intacto. Las células
recién diferenciadasy cercanas al lugar de infeccion presentaron hipertrofia (Ouellette ef a/ (2002).

La variedad susceptible “Early Sam”, presentd también un engrosamiento a nivel de pared celular
delas células del parénquima, no fue tan pronunciado como en la variedad resistente, Novada. A |o
largo del estudio, las células parenquimatosas no presentaron hipertrofia ¢ alteracion alguna como
la observada en la variedad resistente; sin embargo, a fina de las observaciones se presentaron
dafos a nivel interno, con coagulacion del citosol y alteracion en los organelos (Ouellette et al ,

2002).

En los trabajos anteriormente descritos, se han inoculado las plantas en el tallo mediante depdsito
de la suspension de esporas en una incision, razon por la cual, brindan informaciéon de los
mecanismos de resistencia a nivel de tadlo solamente. Baayen et a/ ( 1989) andizaron €
comportamiento de las raices de las variedades antes trabajadas (Early Sam y Novada)y se obtuvo
que la variedad susceptible a las cinco semanas post-inoculacion, presentd sintomas y a la décima
semana ya todas las plantas estaban muertas. Sus raices se observaron oscuras, al igual que el borde
del tallo. Con lavariedad Novada, resistente, solo se observaron sintomas en una planta, luego de 8
semanas de inoculacion. El resto de plantas permanecieron asintomaticas y las que registraron

infeccion, presentaban un ligero oscurecimiento de la raiz.

La respuesta a nivel histolégico fue similar a la respuesta vista en tallo en cuanto a la hiperplasia
celular, produccion de geles y formacion de capas de felégeno. Sin embargo, a diferenciade o que
ocurre en tallo, que una vez los vasos xilematicos obstruidos por la formacion de geles y gomas, se
presenta una regeneracion de los mismos, en la raiz no se observa regeneracion del tejido sino una
destruccion de los vasos obstruidos y una reorganizacion de los haces vasculares restantes.
Establ eciendo una comparacion sencilla, en la raiz se da el primer reconocimiento y dependiendo de
la efectividad con que €l patogeno sea detectado, se define su continuidad 6 confinamiento. En el
tallo, mas que un reconocimiento, se presenta un confinamiento del patégeno donde por accion de
gomasy geles serestringe el patdgeno en el lugar de infeccion (Baayen y Elgersma, 1985) (Baayen
et al, 1991).

Tomando en conjunto los trabgjos analizados se puede decir que, desde el punto de vista
histoldgico, la resistencia estd dada por la habilidad que tenga la planta de clavel para: 1) detectar el

sitio de infeccion. 2) encerrar al patogeno (con produccion de gomas, lignificacion). 3) Limitar 6
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eiminar posibles puntos de escape del patégeno (aislamiento con felégeno, suberina). Esta
estrategia de defensa es en cierto modo secuencial y gradual; secuencia en el sentido que no puede
haber encierro del patogeno sin antes detectarlo y gradual, en cuanto a que se encuentran casos
donde hay deteccion, taponamiento de haces vasculares, produccion de compuestos fendlicos etc.,
pero estos son insuficientes, mas 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 algin tipo de respuesta.

1.3.3 Herencia de la resistencia en clavel

F. oxysporum f.9p dianthi, posee ocho razas fisiologicas, de las cuales la nimero 2 es la de mas
amplia distribucion y la predominante en Colombia ( Arbelaez y Calderén, 1993; Ben-Y ephet et al,
1997). Baayen et al (1991), reporta que para esaraza, la herencia de laresistencia es poligénica y
aditiva. En ese trabajo, se realizaron pruebas de resistencia a F.oxysporu, f.sp dianthi a diferentes
progenies, mangando inoculacion en raiz por inmersidn en una suspension de esporas e
inoculacion en tallo mediante inoculacion de una suspension de esporas sobre una herida. La mayor
incidencia de la enfermedad se registré cuando la inoculacion se hizo en tallo y se registrd una
variabilidad alta entre las progenies, respecto a la incidencia que presentaron. Asi mismo, con la
inoculacion en tallo, se registraron periodos de latencia cortos y periodos de marchitez largos. Con
la inoculacion en raiz, el tiempo de latencia fue mas largo, pero el periodo de marchitez fue mas
corto. A partir de esos resultados, |os investigadores llegan a la conclusion de que los mecanismos
de reconocimiento y confinacion son diferentes en la raiz 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 expresion.

Una hipodtesis similar manejan Scovel ef a/ (2001), que atribuyen la herencia de la resistencia a dos
genes, R; y R,, donde el primero es e principal locus que confiere resistencia. Llegaron a esta
conclusion a partir del analisis de una poblacion F, que presentd individuos resistentes y
moderadamente resistentes a atague de F. oxysporum f.Sp dianthi, pero ningun individuo
susceptible. La poblacion F, en referencia, proveniente de una autocruza de la variedad resistente
“Apex” que a su vez, es resultado de un cruce entre la linea experimental 2217 (resistente) y la

variedad “Ashley” (susceptible). Si un solo gen fuese responsable, la F, hubiese presentado
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resistentes, se puede pensar en que son dos genes l0s que estan determinando el caracter de

resistenciay que aguel que se segrega, no es e principal.

Por otro lado, en la evaluacion que realizaron de cinco segregantes de una poblacion F;
proveniente de un cruce entre la linea experimental 2217 y la variedad susceptible “Eifel”, notaron
gue exhibieron gran variacion en la resistencia, encontrandose individuos resistentes, medianamente
resistentes y susceptibles. Una autocruza de un individuo medianamente resistente produjo una F,
agrupada en dos categorias, resistente y susceptible. Estos resultados pueden ser explicados bajo el

siguiente model o de herencia digénico:

e Dosgenes R;y R,, son quienes confieren laresistenciay Ry, es el principal.
¢ Genotipos tales como R;R;R;R» Y R1R R, confieren resistencia

o Esta clase de genotipos, confieren susceptibilidad: ririror; ririRors; Ryrirary; ririRoRs.

Este modelo de genética de la herencia de la resistencia a de F. oxysporum f.sp dianthi en clavel y
e modelo que plantea Arts et al (1992), que a continuacion se explicara, no son concluyentes pero
son mas claros y didacticos que el propuesto por Baayen et al (1991). Arts et al (1992) plantean, a
igual gue los demas autores que la herencia es poligénica y aditiva, y adicional a ello, complgja, 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 F; resultante de cruces ente variedades resistentes x resistentes y resistentes x susceptibles, y
encontraron que dentro de los mismos grupos 6 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 nimero 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 €l primer caso, hubo una proporcion mayor de individuos
susceptibles y para e segundo caso, hubo gran proporcion de individuos resistentes. Con base en
estos resultados, los autores plantean los siguientes supuestos de un modelo para explicar la

herenciade laresistenciaen clavel:

pdfMachine by Broadgun Software
pdfMachine es una aplicaciéon que genera facilmente archivos PDF de alta calidad.

iObtenga su copia!



http://www.pdfmachine.com?cl

» Laresistencia esta determinada por muchos genes y esta se expresa cuando todos los
genes estan en su forma heterocigota u homaocigota dominante.

» Lasusceptibilidad se expresasi uno 6 mas 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 aunaretrocruza
entre un individuo resistente heterocigoto Ryri Ry y su parental susceptible
homocigoto rif;....rMy, 6 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 proporcion de descendientes resistentes decrecera en
cuanto mayor sea €l nimero de loci que entren en juego. Asi para un cruce resistente x
susceptible, la proporcion  de individuos resistentes esperada sera igual a (1/2)"y para

uno entre resistentes sera igual a (3/4)".

Ninguno de los investigadores tiene en € momento la tltima palabra en este aspecto, pues como es
afirmado por la mayoria de ellos, la herencia de la resistencia a F. oxysporum f.sp dianthi €s un
tema complejo y se requieren ain mas trabajos para esclarecer mejor el panorama, para apoyar O
proponer nuevas alternativas que ayuden en la comprension de este aspecto de la relacion entre el

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

METODOLOGIA
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El trabajo experimental se dividié en tres etapas: obtencion y mantenimiento del material vegetal a
evaluar, inoculacion y evaluacion. 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 € patogeno. Para los cruces UM227(R) x Candy (R)
y A255 (S) x Habana (R), (Fig. 1B. Diagrama verde), posterior a una germinacion directa en
bandeja y un transplante a bolsa fueron inoculada de la misma manera que el cruce anterior.
Finalmente, lafigura 1.C (recuadros azules) describe e procedimiento realizado con las variedades
Kay (S) y Candy (R), que inici6 con la siembra y enraizamiento de esquejes y finalizé con la

inoculacion y posterior evaluacion.

Germinacion in vitro de semillas
UM226 X Candy

|

Micropropagacion

delas plantulas

l Figura 1A. Diagrama

de la metodologia

Ambientacion en bandejas usada en 1a evaluacion

de germinacion de las lineas
experimentales del
cruce, UM226 x Candy

Transplante y ambientacion en
invernadero

'

Inoculacion en sustrato y evaluacion de

sintomas del cruce UM 226 x Candy

Germinacion en semilleros Figura 1B. Diagrama de la
A255 X Havanna <«—| metodologia usada en la
UM227 X Candy evaluacion de la respuesta a

F.oxysporum f.5p dianthi, de

l las lineas experimentales de
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Enraizamiento de esquejes de las variedades _
Figura 1C. Diagrama de la

Kaly y Candy en bandejas de germinacion, metodologa usada en

en el invernadero. seguimiento redizado a las

¢ variedades Kaly y Candy.

Transplante a vasos desechables.

v

Inoculacion por inmersion

VAR

Evaluacion avance del patogeno Analisis histopatologico por
mediante aislamientos en medio técnicas de microscopia
de cultivo a partir de las plantas Optica.

infectadas

2.1Introduccion de semillas in vitro, cruce UM226 x Candy.

Serealizo la germinacion in vitro paraasegurar que € materia se encontrara libre de patogenos.

a. Enjunio de 2007, 22 semillas del cruce UM226 X Candy se sometieron a una desinfeccion,
antes de ser germinadas en |os frascos con medio de cultivo. El protocolo de desinfeccion
usado fue el siguiente:

i.  Inmersion de las semillas en etanol a 96 % durante 1 minuto.
ii.  Inmersién 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 realiz6 en una camara de
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flujo para asegurar la asepsia dedl procedimiento. El medio de cultivo usado para la
germinacion de las semillas fue Murashige y Skoog (1962) con pH entre 56 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.

2.2Micropropagacion de plantulas irn vitro cruce UM226 x Candy.

Ocho semanas después, las plantulas obtenidas se retiraron de sus frascos y se propagaron en
camara 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 caracteristica al

usado en lafase de germinacion (Fig. 2y 3).

Para identificar a cada linea experimental, cada frasco se marcaba con las letras “UC” seguido

de un numero propio para cada linea.

Figura. 2. Microplantula de clavel
cruce UM226 x Candy.

pdfMachine by Broadgun Software

pdfMachine es una aplicacion que genera facilmente archivos PDF de alta calidad.

iObtenga su copia!



http://www.pdfmachine.com?cl

Figura.3. Microplantulas UC, del cruce UM226 x Candy en la estanteria del cuarto de

cultivo de tejidos vegetales.

La micropropagacion dur6 ocho meses, debido a problemas de enraizamiento de las lineas
expermentales del cruce.

2.3Ambientacion plantas del cruce UM226 x Candy

Las plantas obtenidas en la fase anterior por cada linea experimental, fueron retiradas del frasco de
cultivo cuando presentaron tres nudos y poseian una masa radicular desarrollada. Posterior a la
remocion completa del agar, las raices de las plantas fueron sumergidas en una solucion de la
hormona de enraizamiento 4cido indolbutirico IBA (2g/L de IBA en una solucion de 12¢/L de
NaOH vy agua dedtilada estéril. Las plantulas fueron sembradas en bandejas de germinacion
previamente lavadas con Agrodine®, con turba autoclavada como sustrato. Luego de la siembra, se
aplicé Benzil 504,60/L (fungicida) con bomba de aspersion y continuaron las aplicaciones cada

ocho dias hasta que se llevaron a campo.

Lafase primaria de ambientacion anteriormente descrita comenzé el 19 de mayo de 2008 y tuvo la

siguiente duracion:

o Dossemanas en e laboratorio, con cipula.

o Unasemanacon clipula en el invernadero. Tiempo después, se le retird la capula (Fig. 4).

Figura.4. Lineas experimentales UC en

ambientacién baio invernadero.

Cuando las raices alcanzaron una longitud considerable (emergian de la bandeja), |as plantas fueron
trasplantadas a bol sas negras con 400g de sustrato en proporcion 3:1 tierra: cascarilla. Esto ocurrié a

los 12 meses, después de la germinacion. Las plantas se mantuvieron en el invernadero con riego y
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hasta que estuvieron listas para la inoculacion con el patdgeno. A este grupo de plantas no les fue

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

Figura.5. Lineas
experimentales del cruce
UM226 x Candy, en
mantenimiento para ser
inoculadas

2.4Germinacion en bandeja y ambientacion cruces A255 x Havanna y UM227 x Candy

Dado que mediante |a propagacion in vitro no se logré obtener el nimero esperado de clones por

linea experimental, se procedio a la germinacion en bandeja de las semillas de los cruces A255 X

Havannay UM227 x Candy. Para el primer cruce se pusieron a germinar veintidos semillasy

parael cruce UM227 x Candy fueron un total de ochentay tres.

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

>

YV V V V

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

Tres lavados con agua destilada estéril

Inmersion en alcohol al 70% durante 30 segundos

Tres lavados con agua estéril.

Siembra en bandgja de germinacion, desinfectada previamente con Agrodine®, y se usd

turba autoclavada como sustrato (Fig.6).

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

luego de las cuales fueron llevadas a invernadero de la Estacion Experimental “Rio Grande” y

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

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

Actisol. No seles practicod poda, ni pinch, razén por la cual, la planta gener6 un solo tallo.

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

bandeja de germinacion.

El transplante de las plantas de los cruces A255 x Habanay UM227 x Candy se realizé pasados dos
meses y dos semanas desde la fecha de siembra (Fig.7). La nomenclatura usada para identificar a
cada planta (linea) consistio en la asignacion al azar de un niimero consecutivo seguido de las letras

“AH” para el cruce A255 x Havannay delasletras “UCA” para el cruce UM227 x Candy.

Figura.7. Lineas experimentales de
los cruces A255 x Havanna 'y

UM227 x Candy trasplantadas a
bolsa con turba y cascarilla de arroz.

2.5Enraizamiento de esquejes

Los esquejes de la Variedad Candy, fueron obtenidos a partir de plantas madres limpias, presentes
en los invernaderos de la Estacion Experimental. Antes de la siembra, se sumergieron en una
solucion de enraizamiento igual a la usada en la fase de ambientacion de las plantulas obtenidas
mediante propagacion in vitro. Cuatro semanas después, fueron pasadas a vasos desechables con

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

noactoriaormaontao
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Figura 8. Esquejes del las variedades Kaly y
Candy, enraizados en vasos desechables con
sueloy cascarilla de arroz en proporcién 3:1

Los esqueies de la variedad Kay, se obtuvieron a partir de plantas madres de la Estacion
Experimental y otros fueron donados por la empresafloricultora “La Gaitana Farms”.

2.6 Obtencion del patéogeno de F. oxysporum f.sp. dianthi:

El hongo usado para la infeccion provino de un cultivo monospérico de una cepa denominada

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

2.6.1 Obtencion del indculo

1. Se extrgo un fragmento, aproximadamente de 25mm? del medio solido con micelio
crecido de F. oxysporum f. sp.dianthi y se depositéo en un frasco Erlenmeyer con
medio liquido Czapeck-Dox (Sigma) a la mitad de la concentracion y se incubd
durante 7 dias con agitacion constante. Pasado ese tiempo, € contenido del frasco
Erlenmeyer sefiltr6 através de una gasa estéril, para separar las hifas de las esporas, y
el filtrado se dispenso en tubos Falcon plasticos estériles de S0ml.

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

3. Se descarto el sobrenadante, se resuspendio el pellet con agua destilada estéril y

reuniendo los contenidos de todos |os tubos, se gjusto la suspension a la concentracion

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

2.7Inoculacion.

2.71 Lineas experimentales

El procedimiento seguido paralainoculacion de los tres cruces fue el siguiente:
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1. Las plantas fueron dgjadas sin riego por un periodo de cinco dias, previos a la
inoculacion. Terminado ese tiempo, se procedio a remover el sustrato cercano a la base
de la plantay de la zona radicular de la misma, con ayuda de una espatula de madera
(Figura9).

2. Con la ayuda de una jeringa se dispensé el volumen de indculo a la concentracion
determinada para cada caso (Figura 10). Las plantas control fueron tratadas de lamisma

formapero se dispensd un volumen de agua destilada estéril en vez del indculo.

Figura. 10. Deposito del indculo en la base de la planta,

cuidando que la mayor parte cayera lo mas cercano

Figura. 9. Remocion de tierra de la parte basal y zona posible a la zona radicular de las plantas. Las plantas
radicular de la planta. Este procedimiento se realizd del cruce UM226 x Candy fue inoculado con 20ml de

con las plantas de los tres cruces. una suspension a una concentracion de 1 x 10°

esporas/ml. Las plantas de los cruces UM227 x
Candy y A255 x Havanna recibieron 8ml de una
suspension a una concentracion de 6,2 x 10°

esporas/ml.

El primer cruce en someterse ainoculacion fue UM226 x Candy. Cada linea experimental cont6 con
una planta clon como control y el nimero de plantas inoculadas por linea varié entre dos y cuatro
(Tabla1). El volumen dispensado fue de 20ml de una suspension de esporas a una concentracion de
1 x 10°%sporas/ml, dando un tota de 20 x 10° esporas dispensadas en 400g de suelo. Por gramo de
suelo, habia 5 x 10* esporas.
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UM226 X Candy Tabla 1. Lista de las
Usadas lineas experimentales del
como
Linea experimental | N° plantas total control Inoculadas cruce UM226 x Candy
uclL 3 1 2 usadas para la
evaluacion de resistencia.
ucz2 4 1 3
Estas plantas fueron
UC3 3 1 2
resultado de una
uca 4 1 El micropropagacion in vitro
ucs 3 1 2 y no fue posible obtener
uceé 5 1 4 el mismo numero de
ucr 3 1 2 plantas clon por cada
ucs 5 1 4 linea. En el ensayo se
uco 4 1 3 aseguro que cada linea
tuviera una planta control.
UC10 3 1 2
UC12 3 1 2
UC15 3 1 2
UC16 3 1 2
UC17 3 1 2

Con el deseo de mantener la uniformidad en la concentracion de esporas usada, para las
inoculaciones de las lineas experimentales restantes ( cruces UM227 x Candy ; A255 x Havanna),
las plantas fueron inoculadas con 8ml de una suspension de esporas a una concentracion de 6,2 x
10° esporas/ml. Las plantas estaban sembradas en 100 g de suelo y por gramo se obtuvo una
concentracion de 4.9 x 10*de esporas. Para los cruces A255 x Habanay UM227 x Candy, no hubo
plantas control ni repeticiones, debido a que no se les practicé ningun proceso de propagacion

clonal.

Las plantas de los tres cruces, fueron dejadas en €l invernadero de la Estacion Experimental “Rio
Grande” de la Universidad Militar, y en € caso del cruce UM226 x Candy, separadas las plantas
control de las plantas inoculadas. Para los tres cruces, € riego continuoé luego de la inoculacion. La
respuesta que se evaluo en las tres progenies fue e desarrollo de sintomas, los cuales fueron
determinados mediante el uso de una escala de severidad de 0-4, usada por Arbelaez y Caderdon

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

Esta escala proviene de un trabgjo realizado para determinar las razas fisiologicas de F. oxyspoum
f.sp dianthi en la Sabana de Bogota, por tanto, es adecuada para registrar sintomatologia en la zona

donde se redliz6 la evaluacion. Las observaciones se hicieron semanalmente hasta la semana quinta.
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En adelante, se redlizaron evaluaciones en la octava, decimosegunda y decimoséptima semana,

posterior alainoculacion.

Nivel de la

escala Descripcion del sintoma
0 Planta turgente, verde, sin amarillamiento ni marchitez
1 Planta con amarillamiento, clorosis lateral y marchitez foliar, en €l 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 total mente marchitay amarilla. Planta muerta

Tabla2. Descripcion de la escala de severidad usada en la
evaluacion de progresion de sintomas para las lineas

experimentales.

Marchitez y

amarillamiento

Clorosis lateral

Figura 12. Clorosis lateral en

Figura 11. Marchitez en clavel clavel causada por F. oxysporum

causada por F. oxysporum f.sp
dianthi

f.sp dianthi
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Para las progenies de los tres cruces se calculé el area 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.,/ 2008) para tener un criterio adiciona para
describir el comportamiento en cuanto a resistencia, puesto reflegjael comportamiento de las
plantas frente a patdégeno bajo unas condiciones especificas y durante un tiempo
determinado (Ben-Y ephet ez al., 1996.a; Sparks et al, 2008 ).

1.7.2 Inoculacion variedades Kaly y Candy

Se tomaron 60 plantas obtenidas a partir de esquejes enraizados de dos meses y quince dias
de edad de las variedades Kaly (susceptible) y Candy (resistente), para € ensayo del
seguimiento del ascenso del patégeno a través del tallo y la descripcion histologica del
tgjido afectado. Treinta esquejes de cada variedad fueron usadas como controles y 30
plantas por variedad fueron inoculadas por inmersion en una suspension de esporas de F.

oxysporum f.5p dianthi, auna concentracion de 1 x 10%esporas/ml.

Este ensayo, dur6 setenta dias (diez semanas) y se realizd muestreo destructivo los dias
Siete, quince, treinta, cincuenta y cinco, y setenta (7, 15, 30, 55 y 70), post inoculacion.
Cada dia 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

evaluacion de las progenies.

DISENO EXPERIMENTAL SEGUIMIENTO VARIEDADES KALY Y CANDY
Aislamiento en medio Komada Descripcion histologica
NP° plantas control | N° plantas inoculadas NP° plantas control | N° plantas inoculadas
Dia | (Por variedad) (Por variedad) (Por variedad) (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. Disefio experimental seguimiento variedades Kaly y Candy
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El proceso de inoculacion fue el siguiente:

1. Sedgo6 el material sin riego durante 5 dias. Posteriormente se extraian del recipiente las
plantas con ayuda de una espatula de madera y se sumergian en 100ml de la suspension
de esporas a una concentracion de 1 x 10%esporas/ml, durante 20 segundos (Figuras. 13
y14)

2. Pasado ese tiempo se retiraban las plantas del recipiente con la suspension de esporas y
se mantenian suspendidos sobre €l durante 10 segundos, para dejar escurrir el exceso de
indculo. Entre la inoculacion de una planta y otra, se realizaba recambio del indculo.

3. Por ultimo, las plantas eran retornadas a su recipiente y se les adiciond al final sobre el
sustrato 20 ml de inoculo (Figura. 15). Fueron ubicadas en dos grupos seguin la variedad
sobre bases de bandejas de germinacion en el invernadero de la Estacion Experimental
“Rio Grande”. A las plantas control se les aplico el mismo procedimiento pero en vez
de inoculo, fueron tratadas con agua destilada estéril y fueron ubicadas en dos grupos

acorde alavariedad en una nave distinta ala ocupada por |las plantas inocul adas.

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 suspensién de esporas del
patégeno. Pasado este tiempo se dejaba escurrir
el exceso de inéculo, 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 aplico adicionalmente un

volumen de 20ml de ino6culo. El ensayo se

mantuvo durante 70 dias.
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1.7.2.1 Determinacion del avance del patégeno

De las cinco plantas inoculadas y control tomadas por variedad cada dia de muestreo, se
usaron tres para la determinacion del avance del patogeno. Luego de la remocion total de
las hojas y un lavado con agua corriente, se les retiré a las plantas la corona (interfase entre
la zona radicular y € talo) y se dividio el tallo en cuatro partes. Después de una
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 5% durante tres minutos, alcohol a 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 cgja, se numeraron los extremos de cada fragmento, ocho extremos en
total. (Figura 16). Asi, el avance del patdogeno se reportd como numero de octavas
infectadas por planta, y el avance se interpreta como ascenso longitudinal del patogeno. Al
igual que se hizo con las progenies de los cruces evaluados, para las variedades Kaly y

Candy se hall6 el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC).

3

3) Siembra en medio Komada de los
fragmentos, conservando su orden y
1) Corte del tallo 2) Desinfeccion. A. . » L
orientacion. Medicion de avance
en cinco Hipoclorito de sodio. % .
H reportada como ascenso vertical del
segmentos B. Alcohol 70%. C. ) . .
patégeno medido en octavas infectadas
(verde: tallo. Aaua destilada estéril
Amarilo: corona)

Figura 16. Proceso seguido para determinacion de avance de patogeno en las variedades Kaly y

Candy, inoculadas con €l hongo
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1.7.3 Descripcion histologica del tegjido infectado

En cada dia de muestreo, y por variedad, se tomaron dos plantas para esta parte de la
investigacion. Luego de retirar las hojas del material y de realizar un lavado con agua
corriente, se retird la corona de la planta y se dividio en tres partes € tallo. De cada
fragmento (incluyendo la corona), se tomaron 5mm de tegjido, los cuales fueron fijados en
formaldehido a 4%, tamponado con fosfato monobasico de sodio (4g/1) y fosfato dibasico
de potasio (6,59/1).

Luego de 24 horas de fijacion, los tejidos fueron sometidos a deshidratacion en una serie
descendente de alcoholes, e incluidos en parafina liquida. Una vez obtenidos los bloques, se
cortaron fracciones detegjido con un espesor de 5y 10 micras, en microtomo. Las laminas
fueron tefiidas con safranina y Fast Green, acorde a una modificacion realizada por la
autora, de los protocolos contenidos en Ruzin (1999) y en e usado en las practicas de
histologia vegetal de la catedra de Botanica del programa de Biologia Aplicada de la
Universidad Militar., explicado en detalle en el apartado de resultados.

Fueron usadas también las tinciones de Plata-Metenaminade Groccot, PASy Azul Alcian
— PAS, Los pasos seguidos para cada proceso de tincion estan consignados en el apartado
ANEXOS.
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RESULTADOS

3.1. Evaluacion de resistencia de las lineas expermientales provenientes de los

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

e UM226 x Candy (susceptible x resistente)

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

lineas, llegaron a fase de campo (Tabla 1, Metodologia).

Distribucién de las lineas
experimentales del cruce UM226 x
Candy

100
80
60

>l

: .

0 T —
1] 1 2

Nivel de severidad

Plantas enfermas (%)

Grafica 1. Distribucion de la progenie del cruce UM226 x Candy, en cada categoria de la escala de sintomas usada en la
evaluacion. El dato usado para hacer las agrupaciones correspondio al nivel de severidad de cada individuo, en el ultimo dia

de evaluacioén (semana 17)

Como lo muestra la grafica 1, las lineas experimentales de este cruce presentaron niveles
bajos de severidad en la escala de sintomas empleada. El 48,6% de la progenie evaluada se
mantuvo asintomatica hasta €l final del ensayo (diecisiete semanas) y un 28,6% desarrollo
sintomas en el primer tercio del tallo. Porcentajes menores de individuos se ubicaron en la

categoria 2 y 3 (17,1 y 5,1%, respectivamente), indicando € desarrollo de sintomas hasta €l
segundo Yy tercer tercio (Grafica 1).

Solo se registré un caso de una planta que llegé a un indice de severidad igual a cuatro (planta
muerta), que correspondia a uno de los clones de la linea UC15, la cual obtuvo esta calificacion a la

tercera semana. Como se aprecia en la figura 17, € clon muerto comparado con € clon que se
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Fig. 17 A. clon 2 de la linea experimental UC15 que murié en la
semana 3 del ensayo. Se aprecia marchita y sin amarillamiento. B.
el clon 1 de la misma linea experimental al final de la evaluacion
en la semana 17 donde se observan sintomas de marchitez en la
base.

Los sintomas empezaron a ser evidentes a partir de la quinta semana (grafica 2). En la
octava y duodécima semana, algunas lineas comenzaron a mostrar sintomas, pero para ese
momento, ninguna de ellas se ubicaba en un indice de severidad superior a 1. En la semana
diecisiete, se presentaron otras lineas enfermas y algunas de las que poseian sintomatologia
previa, mostraron un aumento en la severidad de los sintomas, y otras, conservaron la

aparicion de sintomas solo en el primer tercio de la planta.

Progreso de la enfermedad en el
cruce UM226 x candy Grafica 2. Progreso de la

enfermedad en el cruce
UM226 x Candy.

Nivel de
severidad

0 1 2 3 4 5 8 12 17

Tiempo ( Semanas post-inoculacién)
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El valor de AUDPC promedio calculado para cada una de las lineas experimentales, vario
dependiendo del momento de la aparicion de sintomas, el tiempo transcurrido en la progresion de
los mismosy el nivel de severidad alcanzado al final del estudio. EI valor minimo de AUDPC fue
de O y d maximo de 13,7. Valores de AUDPC pequeiios, fueron obtenidos en lineas donde la
sintomatologia fue baja y el desarrollo de sintomas progres6 lentamente. Los valores mayores,
fueron calculados para lineas que comenzaron a enfermarse de manera rapida y que alcanzaron un

nivel de severidad, acorde alaescala, mayor a 2.

Valores de AUDPC cruce UM226|
x Candy
AUDPC LINEA
73 uc1
0 ucz2
5 ucs3 Tabla 4. Valores de AUDPC
115 uc4 para las lineas experimentales
4,75 ucs del cruce UM226 x Candy.
1,75 UC6
0 ucr
0 ucs
6,9 ucC9
6,5 UC10
137 UC12
12 UC15
11 UC16
0 uC17

Las lineas UC2, UC7, UC8 (Figura 18 A,B) y UC17 registraron a lo largo de las 17
semanas de evaluacion un valor de 0 en la escala de severidad, y generé valores de
AUDPC iguales a cero. Un segundo grupo, se encuentra conformado por las lineas UC3,
UCS5, UC6, UC9 y UC15, que se caracterizaron por presentar sintomatologia tardia (inicid
en la semana doce y diecisiete) y acanzaron un nivel de severidad entre 0 y 2. Sus valores
de AUDPC estan entre 1 y 5 (Tablab).

Por ultimo, las lineas UC1, UC4, UC10 (figura 18 C, D), UC12 (Figura 18 E, F) y UC16,
poseen los valores mas altos de AUDPC (6,5-13,75) pues iniciaron sintomas
tempranamente (semana quintay octava) y lineas como UC4 y UC12, alcanzaron un nivel
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de severidad igual a 3, e mayor de laprogenie (Tabla5). Parael caso delalinea UC12, los
Sintomas comenzaron en la semana doce y para la semana diecisiete (un mes después) se

encontro con un indice de severidad igual a 3 (Tabla 6 ANEXOS).

Con los valores de AUDPC calculados para cada linea (tabla 5), se realiz6 un histograma de
frecuencias (Grafica 3) y se observo que la mayoria de lineas se caracterizan por tener bajos valores

de AUDPC, respecto al maximo calculado que fue del3,7.

, ] Grafica 3. Distribucion
AUDPC Lineas experimentales cruce UM226 x de los valores de
Candy AUDPC en la progenie
8 del cruce UM226 x
.g s 6 Candy.
524
i &
N v
- @©
w ol T
5 1.375 4125 6.875 9.625 12.375
AUDPC

Figura 18. A. linea UC8, asintomatica durante
todo el ensayo y con valor de AUDPC = 0. No
se observaron sintomas de marchitez
vascular. B. Detalle de la base de la planta,
linea UC8. No hay signos de amarillamiento o
marchitez. C. linea UC12, inici6 la
sintomatologia hasta la semana 8 y en la
semana 17, registr6 un nivel de
sintomatologia igual a 3 (75% de la planta con
sintomas.) Valor de AUDPC = 13,75, el mayor
de todos. D. Detalle linea UC12. Base de los
esquejes con hojas marchitas. E. Linea UC10,
presenté sintomas en la semana 8 y mantuvo
el nivel de sintomatologia igual a 1. Valor de
AUDPC = 6,5. F. Detalle de dos esquejes de
la planta de la linea UC10 que en su base

presentan hojas marchitas, sefial de que el
patégeno esta causando sintomas en esa

zona de la planta.
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e A255 x Havanna (susceptible x resistente)

De 22 semillas colocadas en bandeja de germinacion, 20 llegaron a fase de evaluacion. Las
plantas de este cruce fueron evaluadas durante 17 semanas. De manera contraria a cruce
anterior, en la progenie del cruce A255 x Havanna, no se presentaron individuos con

diferentes grados de resistenciaal patogeno.

Los sintomas comenzaron a manifestarse desde |la semana quinta y octava. Para la semana
diecisiete, el 45% de los individuos se mostraron asintomaticos, mientras que el 55%,
estaban enfermos (grafica 4), pero con un nivel de severidad igual a 1, no existiendo

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

Distribucidon de la progenie del cruce
A255 x Havanna

100

. 90
X 80
o 70
£ 60
@ 50
"a:: 40
- 30
S 20
& 10
[ 0

4] 1 2 3 4
Nivel de severidad

Grafica 4. Distribucion de la progenie del cruce A255 x Havanna, en cada
categoria de la escala de sintomas usada en la evaluacion. El dato usado para
hacer las agrupaciones correspondié al nivel de severidad de cada individuo,

en el ultimo dia de evaluacion (semana 17)

Las plantas que se mostraron enfermas, tenian sintomas tales como amarillamiento y
marchitez de las hojas en la base de la planta. La base de los esquejes vy de los brotes que
surgian del tallo, presentaban hojas basales marchitasy amarillas. (Figura 19).

La curva de progreso de la enfermedad para este cruce, mostro un ascenso sabito para la

o L PR | 1 1 11 . M F N | 1 — 1
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los sintomas tomo practicamente 2 meses y que la severidad alcanzada no fue alta, €l valor

de AUDPC fue bgo, en comparacion con el obtenido para € cruce UM226 x Candy
(AUDPC = 5,12) (Grafica 5).

3,5

2,5

1,5

Nivel de severidad

0,5

Progreso de la enfermedad en el cruce A255 x Havanna

AUDPC=5,12

1 2 3 4 5 8 12 17

Semanas después de la inoculaciéon

Grafica 5. Progreso de la enfermedad en el cruce A255 x Havanna. AUDPC para el cruce = 5,12

Figura 19. A. B. Linea AH19 y AH 6,
asintomaticas durante todo el ensayo y
con valor de AUDPC = 0. No se
observaron sintomas de  marchitez
vascular. C. Linea AH2. Los sintomas
iniciaron en la semana 8 y se mantuvo
en el nivel de severidad 1, hasta el final
del ensayo. D. Detalle de la linea AH2.
Base de la planta con las hojas
marchitas. E. Linea AH 14, presentd
sintomas en la semana 8 y mantuvo el
nivel de sintomatologia igual a 1. F.
Linea AH 14. Detalle de la marchitez en
la base del tallo.

Como lo muestra latabla 6, se registraron valores de AUDPC similares paralas lineas que

comparten el mismo tiempo de inicio de sintomas. Por ejemplo, las lineas que tienen
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inferiores de AUDPC, fueron obtenidos para lineas que iniciaron sintomas en la semana
doce 6 diecisiete. Finalmente, las lineas asintomaticas no poseen area bajo la curva de

desarrollo de la enfermedad.

Realizando un histograma de frecuencia (grafica 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 pequeia entre

lineas altamente resistentes y otras resistentes.

Valores AUDPC cruce
A255 x Havanna AUDPC progenie cruce A255 x Havanna
AUDPC | LINEA
105 AH1 12 ‘
10,5 AH2 o
0 AH3 g .
0 AH4 % 6
105 AH5 g 5
0 AH6 g &
0 AHT7 g 37
0 AH8 i .
0 AH9 0 [
0 AHI0 1,25 3,75 6,25 875 11,25
10,5 AH11 AUDPC
10,5 AH12
’ ARIS Gréfica 6. Distribucion de los valores de AUDPC en la progenie del cruce
10,5 AH14
UM226 x Candy.
10,5 AH15
0 AH16
7 AH17
2,5 AH18
0 AH19
125 AH20

Tabla 5. Valores de AUDPC en
las lineas experimentales del
cruce A255 x Havanna.

e UM227 x Candy (resistente x resistente)
La evaluacion de este cruce, a igual que los dos cruces anteriores, tuvo una duracion de
cuatro meses (17 semanas). Setenta lineas de ochenta y tres iniciales, llegaron a fase de

evaluacion
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De manerasimilar al cruce UM226 x Candy, |os sintomas comenzaron a ser evidentes hasta
la quinta semana de la evaluacion. Sin embargo, en este cruce el intervalo de tiempo
existente entre un nivel de sintoma y otro, para algunas lineas experimentales, fue menor
que e observado en e cruce UM226 x Candy ya que en la semana nimero 8 y 12 si se
observé progreso de la enfermedad ( por gemplo, lineas UCA14, UCAI15, UCA23,
UCA39). En la semana 17 se registro la muerte de una de las linecas (UCA29), quien
presenté sintomas desde la semana 5, permanecié con un nivel de severidad de 1 durante la

semana 8y 12. Parala semana 17 alcanzoé el nivel 4 de severidad (Tabla 7. Anexos).

Lineas como UCA1, UCA3, UCA12, UCA66, UCA70 y otras mas, se caracterizaron por
mantenerse con un mismo nivel de sintomatologia durante las semanas, ocho, doce y
diecisiete (nivel 1 6 2). Otras lineas, iniciaron el desarrollo de sintomas hasta la semana
doce (UCA33, UCA 47 y otras mas), y se mantuvieron con una severidad igual a 1, hasta el
fina del ensayo.

Hubo casos particulares, como el de UCA 28, UCA39 Y UCAG62, donde en un mesy una
semana (semana doce a semana diecisiete) se reporté un cambio de nivel de sintomatologia
de nivel 0 a nivel 3 para las dos primeras lincas. UCA62, cambi6 de nivel de severidad
igual al, hastanivel de severidad igual a3 (Tabla 7. Anexos).

La grafica 7, muestra la distribucion de las lineas experimentales en torno a las categorias
de la escala de sintomas y se observa que la poblacion en su mayoria se ubica en las
categorias de 1 y 2, es decir que los sintomas de la enfermedad aparecen hasta en un 25 y
50% de la planta. Porcentges menores de plantas estan ubicados en las categorias
extremas. La curva que describe la distribucion de la progenie de este cruce, acorde alos
niveles de severidad empleados, difiere en gran medida de los dos cruces anteriores, en

cuanto aque lamayoria de la poblacion no se concentra en valores de 0.

pdfMachine by Broadgun Software
pdfMachine es una aplicaciéon que genera facilmente archivos PDF de alta calidad.

iObtenga su copia!



http://www.pdfmachine.com?cl

Al igual que en los cruces anteriores, las plantas que resultaron afectadas mostraron
amarillamiento foliar y marchitez (Figura 20). Las plantas asintomaticas no mostraron

ningun tipo de alteracion.

Grafica 7. Distribucion de la progenie
del cruce UM227 x Candy, en cada

categoria de la escala de sintomas

= .

£ 100 usada en la evaluacion. El dato usado
g % para hacer las agrupaciones

3 e . .

s correspondié al record promedio de

@

B 40 cada linea experimental, en el Ultimo dia
‘_;u

[-%

—— R
20 _. . . de evaluacion (semana 17). 37 y 28%
0 : —
0 2

y de la progenie, esta ubicada en el nivel
Nivel de severidad 1y 2 de severidad. En los niveles de 0,
3y4setiene, al 27,5y 1,4% de la

progenie, respectivamente.

Figura.20. Lineas experimentales del cruce
UM227 x Candy. Ay B. Lineas UCA 69y
UCA 22, quienes permanecieron
asintomaticas durante el tiempo que duré la
evaluacion Estas lineas hacen parte del 27%
de progenie que se mantuvo asintomatica
durante el tiempo que duré el ensayo. C
Linea UCA39, enferma, con un nivel de
severidad de 3, al finalizar el ensayo. En la
semana 8, se evidenciaron sintomas en 50%
de la planta. D. Linea UCA 15, enferma, con
un nivel de severidad de 2 al finalizar el
ensayo. Los sintomas fueron evidentes en la
semana 12, con un nivel de severidad de 2 'y

asi se mantuvo hasta la semana 17.

El cruce UM227 x Candy, registré el valor mas alto de AUDPC, con un area bajo la curva
de progresion de la enfermedad de 9,18. (Grafica 8). Asi mismo, los valores de AUDPC

para cada lineca son mas altos, que los de las lineas de los otros cruces. Se presentaron
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valores atos y bagos, sin embargo no hubo una tendencia fuerte hacia alguno de estos

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

[o%]

MO oW

ma

Nivel de severidad

(=]
(=T ¥, B ¥ ]

e

1 2 3 4 5 8 12 17

Dias después de la inoculacion

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

AUDPC progenie del cruce
UM227 x Candy

25

20

15
10
0 , . i - ||
2 6 10 14 18 22 26

AUDPC

Frecuencia absoluta

Grafica 12. Distribucion 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 mas bajos 6 mas altos.

Hacia € final de las evaluaciones, se realizd6 un examen a nivel interno de las lineas
experimentales de cada cruce para determinar la presencia de sintomas y evidenciar si hubo
0 no ingreso del patogeno. Para el cruce UM226 x Candy se tomo un clon por linea y se
observé en algunos un oscurecimiento en la periferia del tallo y para otros observo un halo

blanquecino en la periferiadel tallo, usado también en el trabajo de campo, como indicativo
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de la presencia del patogeno en las plantas. Practicamente, todas las lineas de ese cruce,
presentaron ingreso del patégeno. Cuatro lineas asintomaticas fueron dejadas en €
invernadero de la Estacion Experimental “Rio Grande” de la Universidad Militar.

Para €l cruce UM227 x Candy, treinta y cinco lineas mostraron sintomas de ingreso, como
los presentados por € cruce UM226 x Candy. Para veinticuatro lineas no fueron evidentes
los sintomas y las lineas restantes, permanecen en el invernadero, asintomaticas aun. Por
ultimo, el cruce A255 x Havanna, de las veinte lineas experimentales que posee, en seis
lineas fue posible apreciar evidencia de ingreso del patdégeno. En otras seis, la evidencia no
fue contundente y las plantas restantes continiian en el invernadero, sin sintomas externos
de enfermedad.

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

Como se esperaba, en la variedad Kaly hubo un ascenso mas rapido a través del tallo,
comparado con lavariedad Candy, quien es resistente.

Como se aprecia en la tabla 7, la variedad susceptible, desde e dia siete posterior a la
inoculacion, presentd crecimiento en la corona y en el dia quince, registré avance del
patdégeno en un 4% del tallo. En & apartado Metodologia, se mencioné que el avance
longitudinal del patogeno en este ensayo, se reportaria como numero de octavas infectadas.
Para efectos de brindar una informacion mas clara, el valor que se escribio en la tabla

corresponde al valor promedio de octavas infectadas, en porcentaje.

En adelante, continudé presentando un avance gradual hasta llegar a un 62% de tallo
invadido por e patogeno, a los 70 dias después de la inoculacion (Tabla 7. Figuras 21 y
22). Lavariedad Candy, mostr6 un comportamiento diferente puesto que solo hasta el dia

30 se observo crecimiento en la corona y un 8% del tallo estaba colonizado por el patogeno.
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Kaly Candy
Dia muestreo Corona %Colonizacién Corona % Colonizacion
Dia 7 Si 4,2 | No 0
Dia 15 Si 25| No 0
Dia 30 S 292|Si 8,3
Dia55 S 54,2 | Si 25
Dia 70 S 625|Si 43,7

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

El dia 55, se present6 un ascenso subito, registrando un 25% de tallo invadido. Al final del

ensayo, en € dia 70, la variedad Candy presenté un 43% de tallo colonizado.

Figura 21. A. Aislamiento en medio Komada del
patégeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi a
partir de tejido vegetal, de la variedad Candy,
después de 7 dias de ser inoculados. No hubo

crecimiento fungico. B. Aislamiento a los 70 dias

donde se observa crecimiento en coronay en el
50% de la planta.
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Figura 22. A. Aislamiento en medio Komada del patégeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi a partir de tejido vegetal, de la variedad
Kaly, y estructuras fungicas, después de 7 dias de ser inoculados. Hubo crecimiento flingico en corona y 1/8 de la planta. B.
Aislamiento a los 70 dias donde se observa crecimiento en corona y en el 60% de la planta. C. Fialides 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.

Respecto a valor de la AUDPC para cada variedad, se calculé respecto al porcentaje de
tallo colonizado, como esta consignado en la grafica 13, y respecto al grado de severidad
gue presentaron alo largo del ensayo (Grafica, 14). Para ambos casos, € valor de AUDPC
fue mayor parala variedad Kaly (24,39 y 43,5) comparado con €l de la variedad Candy
(9,78 y 15,5).
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Grafica 13. Avance del
patoégeno 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

patégeno.

Progreso de la enfermedad en las variedades Kaly y Candy
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Grafica 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.

Aungue se registraron valores de colonizacion del patogeno de 62% y 40%, el nivel de

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

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

3.21

Procesamiento y tincion de las muestras para analisis histologico.

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

Kay y Candy, serealiz6 una estandarizacion de las técnicas de fijacion y los protocolos de
deshidratacion del material vegetal.
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Como materia de prueba, se tomaron plantas de clavel sanas e inoculadas con una cepa de
F. oxysporum f.5p dianthi, distinta ala usada en este trabajo

El primer ensayo de procesamiento, consistio en depositar las muestras de corona y tallo
durante 10 horas y a temperatura ambiente, en una solucion fijadora de Carnoy (Dicromato
de potasio, alcohol y acido acético al 1%). Posteriormente, se sometio el tejido a cuatro
cambios de alcohol a 95%, dos cambios de isopropanol y dos cambios de xilol. Cada

cambio tenia unaduracion de una hora.

Se redlizé la infiltracion en parafina a 55°C, con dos cambios de una hora cada uno.
Finalmente, se realizo la inclusion de los fragmentos en parafina liquida y fueron llevados

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

El proceso de deshidratacion no fue exitoso, ya que al momento de realizar el corte en €
micrétomo, el fragmento se encontraba duro y al corte con la cuchilla, la tira de parafina
que se formaba, se rompia y no era continua. Los cortes que se pudieron obtener fueron de

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

Las laminas fueron dejadas en la solucion de Safranina durante 3 horas y luego de 10 pases
en acohol, se tineron con Fast Green. En |las observaciones bajo € microscopio se observo
el tegido bastante alterado y roto. Adicionamente, la tincion que se obtuvo fue débil, y no

Se consiguid contraste entre la safranina y el fast green.

Un segundo protocolo de procesamiento se establecio, fijando las muestran en
formaldehido a 4%, tamponado con fosfato monobasico de sodio (4g/1) y fosfato dibasico
de potasio (6,5¢/1), durante 24 horas. La deshidratacion consistioé en someter los tejidos a

una serie de alcoholes, iniciando en alcohol a 70% y finalizando con xilol.
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Cuando se obtuvieron los blogues de parafina, muchos de €ellos estaban huecos en la zona
donde se habia ubicado el fragmento de tejido. Se logré hacer cortes de algunos de los
bloques, con un grosor de 10 y 20um Yy fueron sometidos a tincion, con safranina 'y fast
green. Se aument6 € tiempo de coloracion con la safraning, que pasd de 3 a 24 horas, en

comparacion con el procedimiento anterior. Se generd un mejor contraste.

El tercer protocolo establecido, fue el que brindé mejores resultados (Tabla 8). Fue posible
realizar cortes a 10 y 5um y con la tincion safranina- fast green, se logréo un contraste
apropiado. La modificacion, respecto del protocolo anterior, consistioé en comenzar la
deshidratacion desde alcohol a 50%, para eliminar €l agua del tegjido de manera completa,
gradua y sin que fuese un procedimiento que pudiese ser contraproducente para la
estabilidad del tejido.

Fijacion Tiempo
Formaldehido 4% | 24 horas
Deshidratacién. | 7 horas, 15minutos
Alcohal 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 deshidratacion de las muestras de tejido de clavel

La tincion con safranina-fast green se siguié como en el protocolo anterior (24 horas en
safraning) y se aumenté a 15 minutos el tiempo de inmersion en el fast green. Los pasos

detallados de latincion se encuentran en el punto 2 del apartado de Anexos.
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La tincion con safranina-fast green, permitio una correcta diferenciacion de los haces
vasculares de los demas grupos de tejido. El xilema, en cortes transversaes y
longitudinales, se observo tenido de rojo, dado que el colorante se fija muy bien en las
paredes celulares, vegetales. Asi mismo, el contenido citoplasmico de algunas células se
tind de color verde, a igua que las hifas del hongo, por tanto fue diferenciable de las

estructuras de la planta. El depdsito de gomas también fue observado con esta tincion.

Con latincion del acido periodico de Schiff (PAS), la identificacion de los haces vasculares
no es facilitada por una diferencia en color, puesto que todas las paredes celulares vegetales
se tifien de un color parpura rojizo. Las hifas adquirieron un tono purpura mas oscuro que
el de las paredes celulares de la planta, caracteristica que hizo posible su identificacion en
el tgido. Los depositos de gomas 6 de sustancias similares a la calosa al interior de los

elementos de vaso, fue apreciada con estatincion.

La técnica de azul alcian- PAS, permite detectar los haces vasculares, como una zona de
color rosa, adyacente a la médula la cual se tifie de azul. Al igual que las demas técnicas
usadas, permite observar |os depodsitos de gomas al interior de los elementos de vaso y €

patogeno se identificod de color purpura oscuro, como en la técnica de tincion PAS.

El uso de la técnica de plata-metenamina de Groccot, permitié observar las hifas color
negro, a interior del xilema. Sin embargo, esto se logré luego de varios ensayos, puesto
gue muchas muestras se perdieron por inconvenientes en e tiempo que debian dejarse las
muestras con la mezcla de plata-metenamina en e horno, segun el protocolo seguido.

En e primer ensayo, no hubo coloracion, dejando la mezcla de plata-metenamina sobre las
muestras durante treinta minutos en e horno. Para el segundo ensayo, se dgjé actuar la
mezcla de plata-metenamina durante una hora y toda la muestra se observé negra y no se
tuvo posibilidad de diferenciar estructura alguna de un hongo. En € tercer ensayo, se degjo
actuar la mezcla durante 45 minutos, y se logré una coloracion adecuada. Sin embargo, no

fue alto & niumero de laminas obtenidas con una tincion apropiada, puesto que en algunas,
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€l fast green lograba ““eliminar” ¢l color marrén oscuro ¢ negro con el que se identificaban
las paredes celulares de la planta y las estructuras del hongo y en otras, todo €l tgido se

observo negro.

De todas las técnicas de tincion empleadas, la técnica de la plata-metenamina de Groccot,
presentd mayor inconveniente en su utilizacion, por tanto requiere un mayor tiempo de

prueba para la estandarizacion de su uso en ladeteccion de hongos en plantas.

3.2.2 Analisis histolégico variedades Kaly y Candy

A los siete dias posteriores a la inoculacion, no fue posible detectar el hongo en los haces
vasculares de ninguna de las dos variedades. Sin embargo, para la variedad Kaly se detecto
la presencia de depoésitos (goma, geles) en e Xilema. Los haces vasculares de la variedad
Candy no presentaron alteracion ¢ dafio considerable (Figura 23y 24).

4 ‘t
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Figura 23. Corte longitudinal (10um) de corona de clavel, var. Kaly, 7 dias después de la
inoculacion. No se aprecian hifas, pero varios vasos del xilema se encuentran con
depositos en su interior. Tincion:PAS (160x). P= Parénquima. V= Vaso T= Traqueida.
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Figura 24. Corte longitudinal (10um) de corona de clavel, var. Candy 7 dias
después de la inoculacién. Los vasos del xilema no se observan destruidos.
Tincién: PAS. V= Vaso P= Parénquima

A los quince dias después de la inoculacion, en la variedad Kaly tampoco se observo una
densa colonizacion del patogeno, sin embargo, en la luz de algunos vasos fue posible

apreciar € deposito de gomas. (Figura 25).

Figura 25. Corte transversal (10pum) de corona
de clavel var, Kaly. 15 dias

Se puede observar un depdsito de goma en la
luz de un vaso del xilema, indicando que la
planta estd generando mecanismos de defensa
contra el agente invasor. Sin embargo no ha
sido muy efectiva esta respuesta teniendo en
cuenta que segun los aislamientos en medio
Komada, para esta fecha, el patégeno ya ha
colonizado la corona y un 25% del tallo.
Tincion PAS. V= Vaso T= Traqueida P=
Parénquima VD= Vaso con depésito de

goma TD= Traqueida con depésito de goma

Para el dia 30 del seguimiento, el hongo fue detectado en la parte basal, mediay superior de
la variedad Kaly, en los elementos traqueales cercanos a la médula, y al cambium (Figura

26 A y B). Asi mismo, se detectaron vasos con depdsitos en su interior en la parte media
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del tallo, indicando que la respuesta de defensa contintia pero atin asi es insuficiente para

contrarrestar e avance del patégeno (Figura27 D).

Figura 26. Variedad Kaly 30 dias después de ser inoculada. A. Corte transversal (10um) de corona
donde se aprecian un par de traqueidas con crecimiento fungico en su interior (flecha). Hay
disrupcion de las células del parénquima adyacente. Tincion PAS (400x). B. Corte longitudinal de
zona basal del tallo. Al interior del vaso, se observa una hifa como un filamento delgado
(flecha)Tincion PAS. (260x). V= Vaso. P= Parénquima. T= Traqueida. C= Cambium. M= Médula
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Figura 27. Variedad Kaly 30 dias después de la inoculacion. (10um) A y B. Cortes transversales de zona media del tallo, donde se
observan vasos del xilema con crecimiento fungico en su interior (flechas). Tincién Safranina-Fast Green (650x). C. Detalle de hongo
colonizando elementos traqueales del xilema. Tincion Safranina-Fast Green (1000x). D. Vasos con depdsitos en su interior. La planta
contintia generando respuesta de defensa. Tincién Safranina —Fast Green (650x). E. Corte longitudinal de tallo en zona superior donde se
observa un vaso con depdsitos en su interior junto con delgadas fibras que pueden ser hifas (estrellas). Noétese en los bordes del vaso,

D
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Respecto alavariedad Candy, se observan algunos vasos con la pared celular afectada, con
otratonalidad y algo deformes. No es claro si dentro de estos vasos hay depdsitos o no de
tilosas, sin embargo, se observan mas opacos que aquellos que no presentan ateracion

alguna (Figura 28). Cabe anotar que la colonizacion en la variedad Candy, es menor que la

observada, mediante e analisis histologico, enlavariedad Kay. (Figura 29)

Figura 28.Variedad Candy, 30 dias
después de la inoculacion. Cortes de
10um. Tincién Safranina- Fast Green. A.
Corte transversal de corona. La mayoria
de vasos se observan sin dafio ni
colonizaciéon aparente. Algunos vasos se
observan con la pared celular alterada en
su forma, y algun tipo de material denso
en su interior (circulo) (160x). B. Detalle
de A (260x). C. Corte transversal de tallo
(zona basal). Vaso con pared alterada y
deposito, al parecer de tilosas, en la luz
del mismo.(400x)(estrella). V= Vaso. VA=
Vaso afectado. T= Traqueida.
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Figura 29. Corte transversal (10 um) de tallo (zona media) de clavel, variedad Candy
después de 30 dias de inoculacioén. La flecha indica la presencia del hongo en la luz del
vaso. Tincién Safranina — Fast Green (810x). V= Vaso. H= Hifa. T= Traqueida. P=

Parénquima. Triana, 2009.

En € dia 55, ¢l hongo se detecté en la corona en la variedad Candy (Figura 30) y en la
zona basal del tallo. Asi mismo, se observé en cortes longitudinaes e deposito de
sustancias, probablemente calosa, en medio de las perforaciones laterales de los vasos. En
cortes longitudinales se observé nuevamente la presencia de vasos con depositos de gomas
en laluz de los mismos. En la parte media del tallo también se hall6 al patogeno, y las
respuestas de defensa vistas en esta zona, corresponden a las mismas que se observaron en

lazona basal: depodsito de gomas en las paredes de los vasos.

Para este tiempo, dia 55, la variedad Kay present6 afeccion a nivel de xilema, donde se
observan vasos rotos 6 con paredes deformes. Al igua que la variedad Candy, hubo
depodsito de sustancias en la pared de los vasos, sin embargo, cOmo se aprecia en la figura
32B, a parecer no es muy eficiente puesto que no esta dispuesta de manera regular y

continuaalo largo de laluz del tubo.

En lazona superior del tallo no se detecto el hongo, pero de manera similar a como ocurrié

en € dia 30 para esta variedad, se observaron taponamientos en al gunos vasos.
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Figura 30. Variedad Candy, 55 dias después de la inoculacion. A. Corte longitudinal de corona (10um). El
indicador sefiala una hifa dentro de un vaso. En vasos adyacentes, no se observa disrupcion grave 6
colonizaciéon de los mismos. Tincién: PAS (100x). B. Corte longitudinal de zona basal de tallo. El indicador
sefiala un vaso con depésitos de gomas e hifas al interior. Este vaso se ve bastante afectado, sin embargo, no
es la caracteristica general del tejido. Tincion: PAS (100x). H=Hifa. V= Vaso. D= Depdsitos de sustancias

similares a calosa.
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Figura 31. Variedad Candy 55 dias después de la inoculacién. A. Corte longitudinal de tallo (10uym), segmento basal,
donde se aprecia un depdsito, probablemente de calosa hacia la luz del vaso (estrellas). Estos depdsitos son regulares y
continuos, y al parecer no han sido degradados por accién del patégeno, hecho que aporta eficazmente al confinamiento del
patoégeno. Tincion: PAS (100x). B. Corte longitudinal de tallo (10 pm), segmento medio, donde se observa un filamento que
puede corresponder a una hifa. Nétese la formacion aqui también de depédsitos de calosa (estrellas), sefial de que la planta

se defiende activamente del patdégeno invasor. Tincién: PAS. (40x)
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Figura 32. Variedad Kaly 55 dias después de la inoculacion Tincion: PAS. A. Corte transversal de corona. En el centro,
un par de vasos con crecimiento flngico (flechas). (810x). B. Xilema en corona, con depésitos de calosa 6 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 depositos
de gomas (650x).

D. Corte tranversal de tallo, segmento medio, con un vaso colonizado. No se observa alrededor ningun signo de defensa
(510x) VA= Vaso afectado. V= Vaso. VC=Vaso colonizado.

Para e fin del ensayo, dia 70 post inoculacién, para la variedad Kaly se observo un
aumento considerable, en e numero de vasos con depdsitos de goma en su interior,
principalmente, a nivel de corona. Sin embargo, células parenquimatosas, comenzaron a

presentar taponamientos (Figura 33).
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Figura 33. Variedad Kaly, 70 dias después de la inoculacién. A y B. Cortes transversales (10um) 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, tincion= PAS (100x). C. Corte transversal (10um) de corona mostrando taponamientos
similares a los vistos en B, donde células diferentes a las del xilema, presentan taponamiento. Tincién: Técnica de plata-
metenamina de Groccot (40X). D. Corte transversal (10um) de corona. No se observa taponamiento en las células del xilema. Se
observa deterioro en algunas zonas (estrellas), sin embargo, el patégeno no fue detectado. Tincion: Técnica de Groccot (40x) FT=
Fibrotraqueidas. VD= Vaso con depésito. V= Vaso. T= Traqueida.

En e segmento basal del tallo, se observaron vasos con depositos en laluzy también vasos

colonizados. El mismo comportamiento se observo en la parte media del tallo (Figura 34).

Respecto alavariedad Candy en este tltimo dia de seguimiento, se continuaron observando
los signos indicativos de respuesta frente a patégeno (depdsito de gomas y depositos,
probablemente, calosa). En la corona, no se detecté el patdgeno, pero se notd que algunas
Células del parénquima medular, proximas al xilema, presentaron acumulaciéon de

sustancias en su interior, amanera de tapon. (Figura 35 A.).
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Figura 34. Variedad Kaly 70 dias después de la inoculacion, segmento medio
del tallo. A y B. Corte transversal (10um), donde se observan vasos del xilema
con depositos de goma en su interior. Tincion: Azul alcian- PAS (100x). C.
Corte transversal (10um). En el centro y sefialado con una flecha, se
encuentra un vaso colonizado. Alrededor se observan vasos sanos y sin
ningun depodsito de gomas en su interior. Tincion= PAS ( 100x). VC= Vaso
colonizado. V=Vaso. VD= Vaso con depésito. Triana, 2009

En lazonabasal, mediay superior del tallo, se detect6 al patdogeno en la luz de los vasos del
xilema, y también se observaron mas vasos con una €efectiva deposicion de sustancias

dmilares a calnsas v actimiillacidn de oamas (Fionra 36)
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Figura 35. Variedad Candy, 70 dias después dela inoculacion. A. Corte transversal (10um) de corona. Células del parénquima
medular, adyacentes al xilema, presentan depositos de goma en su interior Tincion: PAS (40x). B. Corte longitudinal (10um) de
tallo, segmento basal. Hifa en vaso ( indicador y flecha). Tincion : Azul alcian- PAS (100x). C. Corte longitudinal (10um) de tallo,
segmento basal. Hifa al interior de un vaso del xilema (indicador y flecha). Tincién: Técnica de plata metenamina de Groccot.
(100x) D. Corte transversal (10uym) de tallo, segmento basal. Vasos del xilema sin colonizar pero con un abundante depdsito de
calosa 6 sustancia relacionada que cumpla la misma labor, en las paredes del vaso (estrellas) Tincion: PAS (100x). V= Vaso.

PD= Célula del parénquima con depdsitos de goma en su interior. PM= Parénquima medular. X= Xilema.
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Figura 36. Variedad Candy 70 dias después de la inoculacién. A. Corte transversal (10um) de tallo,
zona media. Vasos del xilema con depodsitos de gomas en su interior. Tincioén: Azul alcian- PAS
(100x). B. Corte tranversal a la misma altura y grosor de A. Un grupo de vasos contiguos presenta
la deposicién de gomas en su interior. Tincion: Azul alcian — PAS (100x). C. corte transversal a la
misma altura de A y de B. El sefialador ubica una traqueida con micelio en su luz (flecha). Tincién:
Safranina-Fast Green (100x). D. Corte longitudinal (10um) de tallo, tercer segmento. Se observa
una hifa en la luz del vaso. (indicador y flecha). Tincion = Safranina-Fasr Green. (100x). V= Vaso.
VC= Vaso colonizado. . VD= Vaso con depésitos de gomas.
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DISCUSION
e Evaluacion de lineas experimentales.

L as distribuciones obtenidas para | as tres poblaciones, muestran que la resistencia evaluada
en este patosistema, es de tipo poligénica. De manera sencilla, € analisis hecho de la
distribucion del caracter en las poblaciones evaluadas, muestra la variacion continua de la
resistencia, en cuanto no se obtuvo graficas mostrando las poblaciones agrupadas en dos
fenotipos:. resistentes y susceptibles, claramente definidos, sin “valores intermedios” entre
si. Contrario a esto, se generaron distribuciones en donde las poblaciones presentaron altos
porcentgjes de plantas asintomaticas 6 con una severidad baja, y diferentes grados de
resistencia a los sintomas causados por el patégeno. Las curvas que se obtuvieron, a partir
de las distribuciones de las progenies acorde a los indices de severidad, son similares a las
reportadas por Arus et al.,(1992), quien afirma una vez mas que los mecanismos de la

resistenciaa F.oxysporum f.sp dianthi, estan comandados por mas de un gen.

Respecto al tiempo de evaluacion empleado, las 17 semanas que durd el experimento, fue
suficiente para ver aparicion y progreso de sintomas. EI comienzo de la sintomatologia en
los tres cruces, estuvo entre la semana quinta y octava, similar con lo reportado en otros
estudios realizados en la Sabana de Bogota (Cevallos y colaboradores, 1990); Arbelacz y
Caderon, 1992); Benavidesy colaboradores, 1995). Asi mismo, la cantidad de indculo y
el procedimiento para dispensarlo, permitio observar diferencias entre el comportamiento

de cada una de las lineas experimental es evaluadas (Demmink et al., 1989). Incluso,

El método de inoculacion usado para evaluar las progenies, fue similar al empleado por
Demmink ez al (1989), quienes emplearon una concentracion de indculo de 10° esporas/ml
y la inoculacion se realizdé mediante el deposito de la suspension de esporas (3ml) en e
sustrato, con € uso de una jeringa. En la investigacion aqui presentada y en el trabajo

desarrollado por con este método de inoculacion, se logro establecer diferencias entre la

1 1z PR | 1 1
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evaluacion de las tres progenies, 5 x 10* fue mayor ala empleada por autores como Baayen
et al (1989) Ben-Yephet et al (1997) quienes en sus investigaciones usaron 2 x 10*Y 1 x
10* esporas/g de suelo.

Como esta consignado en el apartado de Marco Teorico (1.3.2 Resistencia del clavel (D.
caryophyllus) frente a F. oxysporum f.5p dianthi), dentro de la resistencia poligénica, el
concepto que se emite, parte de una observacion sintomatologica, en la cual, se define
como resistente a una planta que es capaz de impedir 6 atenuar la progresion de sintomas,
una vez e patdégeno se ha establecido (Vidhyasekaran, 2004). Por tanto, la escala de
severidad usada para € seguimiento de la enfermedad en la evaluacion de las progenies y
las variedades, se puede decir que fue apropiada para caracterizar alas progenies en cuanto
a la resistencia que exhiben. Teniendo en cuenta que € tipo de resistencia evaluada es
poligénica, se establecid una agrupacion de las lineas de los cruces, acorde al nivel de

severidad en el que clasificaron.

Las lineas de los cruces ubicadas en la categoria 0, son altamente resistentes. Aquellas
ubicadas en la categoria 1 y 2, son consideradas como resistentes y finalmente, aquellas
ubicadas en la categoria 3 y 4 son catalogadas como susceptibles. Teniendo en cuenta esto,
el 48,6% de las lineas experimentales del cruce UM226 x Candy, seria altamente resistente.
El 45,7%, de las lineas de este mismo cruce, estarian catalogadas como resistentes y tan
solo e 5,1%, seria susceptible. Para el cruce A25 x Havanna, €l 45% de las lineas estarian
dentro de la categoria de altamente resistentes y el 55% restante, se considerarian como
resistentes. Por ultimo, 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 escaa que permitiera seguir y cudificar en conjunto la
sintomatologia vista externamente junto con la interna, podria establecer una diferencia
entre las plantas que permiten e ingreso del patogeno, las que no, y aquellas que

permitiendo en ingreso no desarrollan sintomas.
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Una escala tentativa que podria reflejar esto, se propone como resultado tanto de las

evaluaciones de | as progenies, como del seguimiento histologico, es la siguiente:

0= No sintomas externos. No dafio* a nivel interno en el tercio inferior de la planta
(* oscureci miento).

0,5= No sintomas externos. Dafio* a nivel interno en el tercio inferior de la planta.

1= Sintomas externos en € tercio inferior de la planta. Dano* a nivel interno en el tercio
inferior de la planta.

1,5= Sintomas externos en el segundo tercio de la planta. Dafio* pronunciado en el tallo

2= Sintomas externos en el tercer tercio de la planta. *Dafio pronunciado en el tallo.

2,5= Planta marchitay muerta. Daiio* en tallo severo.

Debido a que en € ensayo de la evaluacion de las progenies solo se realizo la inspeccion
interna en €l tallo, hacia el final de la evaluacion y solo a algunas de las plantas y que el
seguimiento de las variedades Kaly y Candy, no fue mas prolongado, no hay certeza en que
las condiciones que se expresan para los indices de severidad de 1, 1.5, 2, y 2.5, sean las
descritas alli. Sin embargo puede ser una buena aproximacion para poder caracterizar

mejor, el material vegetal sometido a evaluacion.

Por otro lado, € uso de AUDPC permitio establecer diferencias adicionales entre los
individuos de cada progenie. Con las distribuciones elaboradas a partir de los niveles de
severidad, €l criterio que marcaba las diferencias entre individuos era el grado de desarrollo
de sintomas ; con el uso de la AUDPC, se logré determinar que entre individuos que
compartian la misma severidad, no existian los mismos tiempos de inicio y desarrollo de
sintomas. Estas diferencias implican que estan operando mecanismos de defensa diferentes
en los individuos de las progenies, dando asi una nueva informacion acerca de la capacidad
de cada individuo para contrarrestar el desarrollo de sintomas y del progreso de la
enfermedad en |a progenie misma.

Lo anterior, se aplica para los tres cruces evaluados, pero fue mas evidente para el cruce

A255 x Havanna, pues aparentemente, la progenie solo estaba en las categorias de
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“altamente resistente (asintomatica)” y “resistente (nivel de severidad =1)”. Al realizar la
grafica de la distribucion de los valores de AUDPC de las lineas experimentales del cruce

A255 x Havanna, la progenie se agrupd en cuatro categorias.

Lineas con valores de AUDPC de 0, no presentaron sintomas. AUDPC de 2,5 fue
caculada para las lineas como AHI18 que se observaron enfermas hasta la semana
diecisiete, con un nivel de severidad de 1. Lineas como AH13 y AH17 mostraron sintomas
a partir de la semana doce y € valor de AUDPC fue de 7. Vaores de AUDPC de 125y
10,5 correspondian a lineas que iniciaron sintomatologia en la semana quinta y octava,
respectivamente. Como se establecio en el apartado de Resultados, el maximo nivel de
sintomatologia alcanzado en este cruce fue 1, por tanto, lineas que aparentemente no
diferian entre si, desde la severidad, pudieron ser diferenciadas tomando en cuenta €

comportamiento alo largo del tiempo de evaluacion.

En relacion a la edad del material vegetal evaluado, segin Develey-Riviére y Galiana
(2007) puede generarse una diferencia en la respuesta de defensa entre plantas jovenes y
plantas maduras, debido a que las plantas pueden resultar mas susceptibles al ataque
patogénico en estadios 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 dias de edad, cuyos tallos se
caracterizaban por ser suculentos y faciles de cortar, en comparacion con los tallos de los
individuos de las progenies que poseen edades superiores (un afio y tres meses Cruce
UM226 x Candy; cuatro meses los cruces A255x Havannay UM227 x Candy) donde la

aparienciay consistencia de los tallos era de tipo lefiosa.

Teniendo en cuenta lo anterior, diferencias en e grado de lignificacion de los tejidos,
debidas a la edad, puede generar diferencias en el grado de colonizacion y afeccion por
parte del patogeno. Probablemente, plantas de las variedades Kaly y Candy de una edad
superior a la mangjada en este trabgjo, se pueden comportar de manera diferente a la

observada s existe una resistencia relacionada con alguna transicion (paso a floracion),
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madurez de algin 6rgano especifico ¢ simplemente la llegada a la adultez (Develey-
Riviére y Galiana, 2007). La deteccion de la existencia de alguno de estos tipos de
resistencia relacionada con el desarrollo, puede ser 1til en los programas de produccion de
clavel, para seleccionar material resistente y redisefiar los esquemas de control quimico de
la enfermedad.

Respecto a “N” de progenie evaluado, comparado con estudios como el de Baayen er a/ (1991),
Perchepied y Pitrat (2004), donde evalian 150 individuos por cruce y 120 RIL’s (Recombinant
inbreed lines), parece muy bajo (107 en total), sin embargo, existe una dificultad inherente a
proceso mismo de la polinizacion cruzada artificial, como lo es que no todas las flores son
apropiadas donadoras 6 receptoras de polen, y la produccion de dvulos y la calidad de los mismos
no es la misma para todas las variedades. Esto hace que el nimero de semillas que se obtengan en
determinados cruces no sea ato ( Fernandez, 2003. Comunicacién personal). El ntimero de
descendientes por cruce que reporta Arus et al (1992) pone de manifiesto la anterior afirmacion,
donde se obtuvo para diferentes cruces, un nimero diferente de descendientes evaluados (31, 33,
41,42, 88y 134).

Mayores conclusiones al respecto, podran generarse al realizar las evaluaciones de resistencia con
un mayor nimero de clones por linea de cada progenie, como también, el disefiar ensayos que
involucren evaluaciones con los parentales y poblaciones F, simultaneamente. Los resultados
obtenidos con este trabajo, pueden ayudar a disefio de nuevas investigaciones al respecto, al
interior del grupo de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Militar “Nueva Granada”, ya que se

evaluaron individuos que podrian ser de interés para el programa de fitomejoramiento.

Arus et al (1992), realizaron evaluacion de resistencia de progenies de cruces entre variedades de
clavel resistentes y susceptibles. A partir de sus resultados, propone que la resistencia esta
determinada por muchos genes y que esta se expresa cuando todos |10s genes estan en su forma
heterocigota y homocigota dominante. La susceptibilidad se expresara cuando uno o mas loci se
encuentran de forma homocigota recesiva. En €l trabajo de Scove et a/ (2001), los autores plantean
gue la herencia de laresistencia en clavel, puede analizarse bajo un modelo digénico, donde hay un

gen principal, que s no esta en forma homocigota dominante, se presentara susceptibilidad.
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Para explicar los resultados aqui contenidos, se asumio la hipétesis planteada por Arts et al (1992),
puesto que a no disponer de poblaciones F, ni autocruzas de los parentales, no es posible saber s

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 mayoria de las lineas experimentales estuvieron
agrupadas en niveles de severidad de O y 1. El inicio de los sintomas se reporto en la quinta semana
y a partir de la semana doce, hubo cambios en la progresion de los sintomas para algunas de las
lineas, como consta en el apartado de resultados y la tabla 6 en los anexos. Los valores de AUDPC
que fueron calculados paralas lineas experimentales de este cruce estan entre 0y 13,7.

Para el cruce UM227 x Candy, se observé una tendencia diferente, donde la mayoria de la progenie,
se agrupd en valores intermedios de severidad. Los sintomas iniciaron en la semana quinta pero
entre esta semana y la semana doce, se presentd progresion de los sintomas. Los valores de
AUDPC, reflgaron la dinamica de la progresion de la enfermedad, y se calcularon valores de area

bajolacurvaentreQy 26.

Acorde a esto y tomando en cuenta la hipoétesis propuesta por Arus et al (1992), podria ser posible
que lavariedad Candy y lalinea experimental UM227, presenten un niimero considerable de loci en
forma heterocigota, o que sustentaria la segregacion vista tanto en la distribucion acorde al nivel de
severidad, como a la distribucion acorde a los valores de AUDPC calculados. Podria ser que €
nimero de loci heterocigotos de Candy fuera inferior que € presentado por UM227. De esta
manera, al cruzarse la variedad Candy con la linea susceptible UM226, resultaria una progenie

resistente y moderadamente resistente, con pocos casos de susceptibilidad, como la que se obtuvo.

Una hipotesis similar se podria proponer para explicar lo sucedido con el cruce A255 x Havanna,
donde la variedad resistente haria un complemento similar con la linea A255. Para este cruce,
probablemente e nimero de genes en forma heterocigota es menor en comparacion con los
homoacigotos dominantes, en la variedad resistente, puesto que fue € cruce donde menor severidad

de los sintomas se reporto.

e Avance del patégeno y seguimiento histologico en las variedades Kaly y Candy.

En trabgos realizados en la Sabana de Bogota, se ha usado una concentracion de indculo

icnial 21 v 10°% cenaraciml v A cictema de inacilacian dal material venetal o evaliiar ha
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sido mediante lainmersion de las raices en una suspension de esporas (Cevallos et al, 1990;
Arbelaez y Calderon, 1993). La concentracion de inoculo usada en este trabajo, que fue de
10* esporas/m, fue suficiente para provocar ingreso y desarrollo de sintomas. Lemanceau et
al (1992), demuestra lo mismo, reportando afeccion del 80% en plantas de clavel,
inoculadas con F.oxysporum a una concentracion de inéculo de 2,7x 10%, diez semanas
posteriores a lainoculacion, y sometidas a una temperatura de 22°C, que esta dentro del
rango de temperatura que probablemente registré el invernadero para el tiempo en que durd

el ensayo.

Durante las 10 semanas (70 dias) que duro el ensayo, la variedad Kaly llegé a un nivel de
severidad igual a 1. Segin datos reportados por Cevallos y col (1990) y Arbeléez y
Calderon (1993), variedades susceptibles como Pink Calypso 6 Raggio di Sole, ya estan
muertas, para ese tiempo de evaluacion. Estas variedades, fueron inoculadas por inmersion
en una suspension de esporas a una concentracion de 10° esporas/ml y lavariedad Kaly, fue
inoculada como consta en e apartado de Metodologia, también por inmersion, pero la
suspension de esporas se encontraba a una concentracion de 10* esporas/ml.

Teniendo en cuenta lo reportado en Garcia et al (1995), donde posterior a una desinfeccion
del suelo con 1,3D-Cloropicrina (fungicida) 6 vapor de agua, niveles de inoculo cercanos a
1 x10%esporas/g, en el suelo, son capaces de provocar enfermedad (incidencia del 1% para
el tratamiento con €l fungiciday del 5% para e tratamiento con vapor de agua), se puede
pensar en que con un aumento en la concentracion del indculo, no solo se desarrollen
Sintomas, sino que esto suceda de modo que no se enmascare la verdadera susceptibilidad
delavariedad. Asi mismo resultaria interesante determinar si con un aumento en el indculo
usado, se generan diferencias de tipo histolégico mucho mas marcadas, entre la variedad
susceptible y la resistente ¢ si existe una diferencia en la patogenicidad de la cepa usada

paralainocul acion.

El seguimiento del avance del patdogeno a través del tallo, permiti6 describir mas a fondo la
resistencia de la variedad Candy y la susceptibilidad de la variedad Kaly. Asi mismo, las

curvas realizadas de progreso de la enfermedad y avance del patogeno al interior de la
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planta, en e tiempo, (Resultados, grafica 13 y 14) mostraron que el patdogeno puede
ingresar y colonizar la planta sin que se expresen sintomas de manera evidente.

Mientras que la curva de la severidad vs tiempo (Resultados grafica 14), mostré ascenso
hasta después del dia 15 de evaluacion, la curva de porcentaje de colonizacion Vs tiempo
(Resultados, grafica 13), comenzé a ascender desde el dia séptimo, para la variedad Kaly, y
para la variedad Candy, esto ocurrié en el dia treinta. El hecho de que Kaly haya
presentado crecimiento fangico desde el dia 7 después de la inoculacion, lleva a pensar que
es menos efectivo que la variedad Candy, en sus mecanismos de deteccion y

confinamiento del patégeno a nivel de raiz.

En este sentido, conviene decir que se puso de manifiesto, que la resistencia que exhibe
Candy, no es a la penetracion del patdogeno, sino que es catalogada como tal por su
capacidad de detectar y confinar a patdogeno en el sitio de infeccion y retrasar € desarrollo
de sintomas, mediante generacion de barreras. Esta caracteristica es sefialada por Baayen et
al ( 1992), citado en Baayen el al (1996) y Ouédllette er a/ (2005), como una diferencia

entre una variedad susceptible y unaresistente.

Aunque la variedad Kaly no es tan susceptible como Early Sam, ni Candy tan resistente
como lavariedad Novada, se encontré que generaron respuestas similares de defensa.

De manera similar a la variedad susceptible Early Sam, Kay fue poco eficiente en la
deteccion y confinamiento del patdgeno. Las respuestas de defensa fueron lentas y se
evidenciaron con mayor claridad hacia el dia 55 posterior a la inoculacion, que incluyeron
el deposito de gomas a interior de los vasos del xilema 'y deposito de sustancias en sus
paredes. Es posible que este tipo de respuesta haya ocurrido previamente, pero puede que la
calidad de los depositos sea deficiente, 6 las enzimas fungicas degradaran estos productos,
haciendo ineficientes |los mecanismos de defensay facilitando el ascenso y colonizacion del
patogeno, como efectivamente se dio (Peg, 1985 citado en Baayen et a/, 1988).

Al igual que ocurre con lavariedad Early Sam, en lavariedad Kaly se observo una escasa
respuesta por parte de las células adyacentes al xilema, que N0 mostraron engrosamiento de

la pared celular paraimpedir el avance del patogeno a través de ellas, ni lahiperplasia de
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las mismas, cuando € tejido fue seriamente afectado (principa mente hacia los dias 55 y 70
de seguimiento). En cortes transversales se observaron vasos con su pared alterada en su
forma y tonalidad (mas opacas,), probablemente por disrupcion de la pared primaria

(Baayen y Elgersma, 1985).

En genera, se observa que la variedad Kaly, es ineficiente en contrarrestar el avance del
patdgeno y la progresion de sSintomas, puesto que su sistema de identificacion y

confinamiento del patégeno es lento e impreciso.

Por otro lado, la variedad Candy, resulté eficaz en la deteccion y confinamiento del
patégeno a nivel de raiz. Reflgo de esto, son los treinta dias que tardo el hongo en ser
detectado en los aislamientos a partir de tegido infectado, y que las observaciones
microscopicas, no mostraron un tejido alterado en los dias 7, 15 y 30 después de la
inoculacion y en los dias posteriores, fue mas evidente y comin la observacion de
respuestas de defensa (depositos de gomas, 6 geles en la luz de los vasos y en la pared de

los mismos), que e patdégeno mismo 6 tejido afectado.

El deposito de gomas al interior de los vasos y € depdsito de material oclusivo en sus
paredes, resultaron ser efectivos en el confinamiento del patdégeno (mas no la eliminacion
del mismo) (Baayen y Elgersma, 2005), pues evitaron la diseminacion del patégeno a
través de las perforaciones laterales de los vasos (Ouellette, ef al, 2005). Esto contribuyé a
gue la colonizacion se diera en su mayoria en forma vertical y no radial (Baayen, 1986), y
aplica no solo parala variedad Candy, sino también para Kaly, pues este tipo de depositos

no son exclusivos de | as variedades resistentes (Ouellette et al, 2005).

Segiin Baayen y Elgersma (1985), la marchitez vascular se origina a causa de la destruccion
de los vasos del xilema, mas no a su oclusion. Sin embargo, la regeneracion de los mismos
para restablecer la funcion de aquellos taponados 6 dafiados, €S una caracteristica que se

presenta en variedades susceptibles y resistentes, pero es mas eficiente en estas tltimas.
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En ese trabgjo se muestra una imagen similar a la reportada por Baayen (1986), donde se
observa una fotografia de un vaso del xilema en regeneracion, cercano a una zona donde
otro vaso se encontraba colapsado (Figura 37 B). La figura muestra como el tejido nuevo es
aislado de la zona afectada. La observacion similar se detecto en este trabajo, en un corte
longitudinal de tallo de la variedad Candy, 70 dias después de la inoculacion. Los vasos del
xilema de observan con una orientacion 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 |a regeneracion.

La regeneracion surge como mecanismo para restablecer la funcion del sistema vascular
(Baayen, 1986), y de presentarse en la variedad Candy, seria una caracteristica mas de la
resistencia que exhibe frente a patdégeno y que explicaria su capacidad para retardar la

aparicion de sintomas y la marchitez vascular.

Figura 37. Comparaciéon entre resultado obtenido y lo reportado por Baayen (1986) en cuanto a
regeneracion de xilema. A Corte longitudinal de tallo de clavel de la variedad resistente Candy donde
probablemente esta ocurriendo un proceso de regeneracion. Las flechas indican la direccion 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)

Estudios realizados en histopatologia del patosistema clavel-Fusarium (Baayen &
Elgersma, 1985; Oullette & Baayen, 2000; Oullette et al, 2002) usan técnicas de

microscopia optica de alta resolucion (MOAR) vy de microscopia electronica, paralograr un
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buen detalle en la observacion de la respuesta de defensa de la planta en cuanto a
modificaciones de las paredes celulares de xilema y células del parénquima, depositos de
gomas, geles, deteccion de estructuras fungicas etc., usando técnicas de fijacion y post-
fijacion en glutaraldehido a 2% y tetraoxido de osmio al 1%, respectivamente, y medios de
inclusion diferentes a la parafina, como lo son las resinas epoxicas, polietilenglicol. El
espesor de los cortes que obtienen es de 2 a 4um y en los estudios de MOAR,
habitualmente son tenidos con azul de toluidina (Baayen & Elgersma, 1985; Baayen, 1986;
Oullette et al, 2002).

Debido a la densidad de material que debia procesarse, resultaba costoso el emplear este
tipo de técnicas para el analisis que se pretendia 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
parafinay no se conto con tal recurso en el momento. Sin embargo, en este analisis sencillo
se observé que todas las tinciones que fueron empleadas en el analisis histologico, poseen
una afinidad por los carbohidratos (Prophet ef a/, 1985; Ruzin 1999), y aunque no son
usadas habitualmente para deteccion de patdogenos en plantas, 6 en el estudio
histopatologico del patosistema clavel-Fusarium, mostraron ser efectivas en la
identificacion del hongo y estructuras como gomas y depdsitos en pared celular, al interior
de los vasos conductores del xilema, generados como elementos de defensa frente al

patdogeno.

Tinciones como PAS y azul acian-PAS, presentaron la coloracion indicada para la
identificacion del patogeno. Segin Prophet et al (1995), los hongos deben verse con una
tonalidad de rojo a parpura, coloracion que efectivamente tomaron con la tincion PAS, y
con latécnica azul alcian- PAS. Asi mismo, permitieron ambas tinciones, la deteccion de
gomas, que también fue establecido en el estudio realizado por Baayen et al (1996).

Respecto a la tincion con platametenamina de Grocott, dice el protocolo que los hongos
deben observarse delineados en color negro, y las hifas han de verse de un tono rosado
grisaceo (Prophet et al, 1995). Lo que se identificoé como hifa con esta tincion, se observo

negro y €l tono rosa no se detectd. Estandarizacion de los tiempos de permanencia en el
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horno a 60°C con la solucion de plata-metenamina y del contraste con fast green, son
necesarios paralograr mejores resultados. Asi mismo, aplicar esta técnica solo a micelio del
patogeno, podria ayudar a detectar caracteristicas en la coloracion del mismo, que en el

tgjido, facilitaran su identificacion (Neira, 2009. Comunicacion personal).

Latincion safranina-fast green, aungue no esta direccionada a la identificacion de hongos,
permiti6 su diferenciacion. La safranina tine de manera especial paredes celulares
suberizadas, cutinizadas y lignificadas. La lignina, es un componente de los vasos del
xilema, por tal razon, se tifieron de rojo. El hongo no se observo de ese color, debido a que
en su pared celular no existe cutina, suber ¢ lignina, por tanto no habria posibilidad de

tetirlo.

Comparando los cuatro tipos de tincion empleados, se puede decir que se recomienda
seguir con latincion safranina-fast green y azul alcion-PAS, como las dos técnicas con las
cuales puede diferenciarse mejor €l tejido vascular y facilitalaidentificacion del patogeno .
Finalmente, con la realizacion 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, € clavel. Por tanto, para
los programas de hibridacion es importante que se evaliie el material que esta siendo
generado bajo las condiciones propias del cultivo del clavel, para llegar a una evaluacion
mas acertada al respecto y que permita la diferenciacion clara entre los materiales

resistentes y los susceptibles.

La mayoria de casos de enfermedad que se reportan son causados por siembra de material
infectado, que a su vez infesta € sustrato 6 el suelo (Cevallos, 1990), siendo este un
amacén importante de indculo potencial. Por esa razon, no sobra realizar ensayos con
diversas concentraciones de indculo del patdgeno, aunque parezcan estas muy atas o muy
bagjas, puesto que segin Ben-Yephet er al (1996%) (1997) en & suelo se puede hdlar a

patégeno en concentraciones desde 10° hasta 10° y después de una temporada de
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produccion puede llegar a aumentar hasta una concentracion de 10° (Ben-Yephet et al
1997).

Para €l caso de la Sabana de Bogota, Garcia et al (1995) reporta que a una profundidad de
25cm en e suelo, es posible encontrar una concentracion del patogeno de casi 3 x10° y
entrelos 26 y 50cm de profundidad |a concentracion disminuye a 1x10°. Por tanto, someter
al material vegetal a todo tipo de pruebas permitira caracterizar mejor la resistencia 0

susceptibilidad que presente.

En las fincas productoras de clavel, acostumbran a hacer aplicaciones semanales durante 16
semanas, con rotacion de productos quimicos, independiente del desarrollo o no de
sintomas e independiente de la susceptibilidad 6 resistencia de la variedad. En adelante, la
frecuencia de las aplicaciones disminuye. 16 semanas, son 4 meses, tiempo del inicio del
primer pico de produccion donde se requiere que la planta esté sana para el corte, y mas

ain, que el tallo de la flor no presente infestacion (Rozo, 2009. Comunicacion personal).

Teniendo en cuenta, e avance del patdgeno, 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
infestacion del sustrato por presencia del patdogeno en el esqueje, y como es 16gico, para
evitar la progresion de la enfermedad. Segun la escala de sintomatologia, en la semana 10,
la planta no presenta afeccion en lugares diferentes a la base del tallo, sin embargo como se
evidencio, casi latotalidad del tallo esta ya colonizado. Si no se contrarresta este avance de
manera rapida, y si se tienen condiciones de temperatura permisivas para el patogeno,
puede que dificilmente la variedad llegue a primer pico de produccion, 6 quizas ya esté
muy af ectada para ese momento.

La aplicacion de fungicidas y e empleo de variedades resistentes junto con un monitoreo
constante de las condiciones de temperatura que presenta el invernadero, puede ser una
estrategia conjunta que lograria disminuir no solo la incidencia de la enfermedad, sino los

costos de proteccion que demanda € cultivo. Realizando estudios donde se combinen

pdfMachine by Broadgun Software
pdfMachine es una aplicaciéon que genera facilmente archivos PDF de alta calidad.

iObtenga su copia!



http://www.pdfmachine.com?cl

dosificacion de fungicidas con diferentes temperaturas, y se determine su efecto en el
avance y severidad del patogeno, se podria generar un esquema de control de la marchitez
vascular, puesto que se podria establecer, acorde a la concentracion del patégeno y las

condiciones de temperatura, Si es necesaria 0 no la aplicacion de fungicidas.

5. CONCLUSIONES
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v'Las progenies de los cruces UM 226 x Candy, A255 x Havannay UM 227 x Candy, en
general, no mostraron una sintomatologia severa posterior a lainoculacion con el
patbgeno F. oxysporum f. Sp. dianthi. La respuesta que presentaron frente a
patdgeno se caracterizo por un desarrollo leve de la enfermedad 6 ausencia de

Sintomas en algunos casos.

v El cruce A255 x Havanna, fue e tnico cruce que presentd 0% de individuos
susceptibles. El patogeno logro ingresar en el 55% de las lineas experimentales,
pero la severidad alcanzé al nivel 1, es decir, sintomas visibles solo en el primer

tercio.

v'La progenie del cruce UM226 x Candy posee € mayor porcentgje de lineas
experimentales altamente resistentes con un 48% de linecas que impidieron el

desarrollo de sintomas.

v El menor porcentagje de lineas altamente resistentes lo posee el cruce UM227 x Candy
con un 27%. La mayoria de la poblacion, es resistente, es decir, permite el ingreso

del patogeno y un desarrollo de sintomas hasta el 25-50% de la planta.

v'Los mecanismos de reconocimiento y confinamiento a nivel de raiz y tallo en la
variedad Kaly, son ineficientes para contrarrestar el avance del patogeno y la
aparicion de sintomas. Prueba de esto, la deteccion temprana del patégeno en los
aislamientos en medio de cultivo y lafalta de generacion de mecanismos de defensa
como oclusion de vasos ¢ deposito en las paredes de los mismos, para evitar la
diseminacion del hongo. Por tal razon, en esta variedad el hongo avanz6 mas rapido
y colonizé una mayor parte de la planta.

v'La variedad Candy mostré evidencia de colonizacion fungica desde € dia 30 de la
evaluacion. Al final del ensayo, en e dia 70, € patdgeno habia avanzado un 40%

alo largo del tallo. Los procesos de deteccion y confinamiento del patogeno, son
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mas rapidos, efectivos y precisos, comparados con los que presenta Kaly, logrando

asi un retraso en el avance y colonizacion del patogeno.

v'La evaluacion de tipo histologico reveldo que € deposito de gomas, geles y demas
compuestos defensivos, se presentan en menor nimero y actuan de una manera
poco eficiente en la variedad Kaly. La lentitud en el reconocimiento y confinacion
del patdogeno en la variedad Kaly, se constata con la observacion de respuesta de

defensa concreta, hasta d dia 55 de evaluacion.

v’ La tincion con SafraninaFast Green y la tincion PAS, permitieron una mejor
observacion del hongo. Latincion con Azul alcian —PAS, provee una diferenciacion
mejor del tejido xilematico, del resto de tejidos vegetales. Los depositos, gomas y

geles, fueron apreciados con todas las tinciones realizadas.

v'La tinciéon con la técnica de plata-metenamina de Groccot, mostré capacidad para
diferenciar los carbohidratos en € tegjido vegetal, sin embargo requiere de un mayor
tiempo de estandarizacion, en €l tiempo de permanencia en el horno con la solucion
de platametenamina y €l uso de los colorantes usados, para generar un meor
contraste y determinar con mayor claridad qué elementos pueden corresponder a

estructuras fungicas.

6. SUGERENCIAS
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1.Usar escalas que discriminen entre la resistencia a la penetracion por parte del
patogeno Y laresistencia ala aparicion de sintomas. Asi se podran establecer con
mayor claridad categorias de severidad y no se subestimara la informacion que se

obtenga.

2.Paraasegurar lalimpieza del material en los ensayos de resistencia, la propagacion in
vitro puede ser usada como una alternativa apropiada. Sin embargo, puede consumir
bastante tiempo y dependiendo del comportamiento que presente la variedad 6
hibrido propagado por este medio, puede no resultar exitosa en cuanto a numero de
clones que lleguen a fase de campo. Se sugiere entonces, usar la propagacion in
vitro para la produccion de las plantas madre y a partir de esta, generar los clones

necesarios para la evaluacion, mediante la obtencion de esquejes

3.El redlizar de nuevo los cruces evaluados, usar mas de tres repeticiones por individuo
evaluado, y evaluar a los parentales de manera simultanea con los descendientes,
podria servir para caracterizar mejor estos tipos de cruce porque se podria comparar
s lo visto en este primer ensayo es un comportamiento estable, y permitiria
establecer si en la progenie existen individuos que superan alos parentales 6 si hay
una tendencia marcada hacia uno de ellos. Sin embargo, se recomienda continuar
con € trabgjo ya iniciado y realizar autofecundaciones del material de cada cruce
gue continua en el invernadero. Las proporciones que se obtengan, aportaran un
poco mas a la construccion del conocimiento de los mecanismos de herencia de la

resistenciaen clavel.

7. ANEXOS
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1. Medio de cultivo usado para la micropropagacion vegetal

REACTIVO CANTIDAD
Acido Bérico 6.2mg/l
Cloruro de Calcio anhidro 332.2mg/l
Cloruro de Cobalto 6 H,O 0.025mg/l
Sulfato Caprico 5 H,O 0.025mg/l
EDTA 2 20 disodico 37.26mg/l
Sulfato Ferroso 7 H,O 27.8mg/|
Sulfato de Manganeso 16.9mg/l
Acido Molibdico 0.25mg/l
loduro de Potasio 0.83mg/l
Sulfato de Zinc 7H,0 8.6mg/l
Sulfato de Manganeso anhidro 180.7mg/I
Glicina 2mg/l
Acido Nicotinico 0.5mg/l
TiaminaHCI 0.1mg/l
Pyridoxina 0.5mg/l
Nitrato de Amonio 1.65g/1
Nitrato de potasio 1.99/l
Myoinositol 0.1g/l
Fosfato de Potasio 0.17g/l
Azacar 30g/l

2. Protocolo de tincion Safranina-Fast Green(Modificado por Triana, 2009)

1. Desparafinizacion en xilol con dos cambios cada uno de 5 minutos

2. Hidratacion de la muestra desde isopropanol, pasando por alcohol al 96%,
alcohol a 80%, alcohol al 70% acohol a 60%, alcohol al 50% y agua destilada,
con unaduracion de 5 minutos en cada uno.

3. Tincion con safranina durante 24 horas. La solucion madre esta al 1% m/v. La
solucion de trabajo usada para la tincion esta dada en una relacion 1:1 solucion
madre: etanol.

4. 2ciclosdediez pases en acohol a 96 %.

Tincion con Fast Green ( Fast Green al 0.5%; 50% aceite de clavos y 50% de

etanol absoluto) durante 15 minutos.

pdfMachine by Broadgun Software
pdfMachine es una aplicaciéon que genera facilmente archivos PDF de alta calidad.

iObtenga su copia!



http://www.pdfmachine.com?cl

Aclaracion en solucion diferenciadora 1. 10 pases ( 50% aceite de clavos, 25%
xilol, 25% acohol al 96%).
Aclaracion en solucion diferenciadora 2. 10 pases. (50% alcohol al 96%, 50%

xilal).

8. Aclaracion en solucion diferenciadora 3. 10 pases. ( Xilal).

Montaje en resinade las |aminas.

3. Protocolo de tincion Acido periédico de Schiff (PAS)

1
2.

© 0o N o g k~ W

Desparafinizacion en xilol con dos cambios cada uno de 5 minutos

Hidratacion de la muestra desde isopropanol, pasando por alcohol a 96%,
alcohol a 80%, alcohol al 70% acohol a 60%, alcohol al 50% y agua destilada,
con unaduracion de 5 minutos en cada uno.

Oxidar en solucion de acido periodico al 5% durante 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Colocar reactivo de Schiff de Coleman por 15 minutos.

Lavar con agua corriente tibia por 10 minutos

Contrastar con hematoxilina de Harris durante 6 minutos.

Lavar con agua corriente por 15 minutos.

Deshidratar y aclarar en alcohol a 96%, Isopropanol y Xilol. 10 pases en cada

uno.

10. Montgje de las laminas en resina.

4. Protocolo de tincion Azul Alcian —PAS. pH 2.5.

El azul Alcian pH 2,5 se prepara tomando 1g de azul Alcian 8GX, en 100ml de acido

acético al 3%

Desparafinizacion en xilol con dos cambios cada uno de 5 minutos

Hidratacion de la muestra desde isopropanol, pasando por alcohol al 96%,
alcohol a 80%, alcohol al 70% alcohol a 60%, alcohol al 50% y agua destilada,
con unaduracion de 5 minutos en cada uno.

Teiiir con la solucion de azul Alcian 8GX (pH2,5) por 30 minutos
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Lavar con agua corriente pro 5 minutos.

Colocar en solucion de acido periodico al 1% por 10 minutos.

Lavar con agua corriente por 10 minutos.

Colocar en lasolucion del reactivo de Schiff Coleman por 5 minutos.

Lavar con aguatibia por 10 minutos.

Deshidratar y aclarar en alcohol a 96%, Isopropanol, y Xilol durante 2 minutos

en cada uno.

10. Montar las laminas en resina.

5. Protocolo de tincion de metenamina-nitrato de plata de Groccot.

La solucion matriz de nitrato de plata metenamina se prepara con Sml de nitrato de plata

a 5% y 100ml de metenamina al 3%. Conservese a 4°C. La solucion de trabajo se

realiza tomando 25ml de la solucion madre, 25ml de agua destilada y 2ml de borax al

5%. Por 1o genera no se trabgjan voltimenes tan altos y se usa la solucion de trabgo,

fresca, es decir, hecha él dia en que se hace la tincion.

1
2.

o N o g k~ W

0.

Desparafinizacion en xilol con dos cambios cada uno de 5 minutos

Hidratacion de la muestra desde isopropanol, pasando por alcohol al 96%,
alcohol a 80%, alcohol al 70% acohol a 60%, alcohol al 50% y agua destilada,
con unaduracion de 5 minutos en cada uno.

Oxidar con una solucion fresca de acido cromico al 4% durante una hora.

Lavar con agua corriente.

Colocar en una solucion de bisulfito de sodio al 1% durante 1 minuto.

Lavar con agua corriente por 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Colocar en una mezcla de solucion de trabajo de plata metenamina en el horno a
unatemperatura de 60°C durante 45 minutos.

Enjuagar con agua destilada

10. Matizar con cloruro de oro a 0,1% durante 5 minutos

11. Enjuagar con agua destilada.
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12. Colocar en una solucion de tiosulfato de sodio por 5 minutos

13. Lavar con agua destilada

14. Contrastar con solucion verde brillante al 0.% por 30 segundos.

15. Deshidratar y aclarar en alcohol a 96%, Isopropanol, y Xilol durante 2 minutos
en cada uno.

16. Montar las laminas en resina.

6. Tabla toma de datos cruce A255 x Havanna

CRUCE A255 X HAVANNA Escala de sintoma
Semana | Semana | Semana Semana | Semana
Linea experimental 1 2 3 Semana 4 | Semana S 8 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

7. Tabla toma de datos cruce UM226 x Candy

CRUCE UM226 X
CANDY Escala de sintoma
Linea Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
experimental | Clon # 1 2 3 4 5 8 12 17
1 0 0 0 0 1 1 1 2
UCl 2 0 0 0 0 0 0 0 1
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UC3

uc4

ucCs

uCo

ucCv

ucCs

uc9

UC10

ucCi12

UC15

UC16

uC17
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8. Tabla de toma de datos del cruce UM227 x Candy
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