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CARACTERIZACION MOLECULAR DE Fusarium ASOCIADO A
PUDRICION BASAL DEL FRUTO EN PITAHAYA
(Selenicereus megalanthus)'

Claudia Salazar-Gonzdlez?, Liliana Serna-Cock’?, Eyder Gomez-Lopez*

RESUMEN

Caracterizacién molecular de Fusarium asociado
a pudricion basal del fruto en pitahaya (Selenicereus
megalanthus). El objetivo de este trabajo fue identificar
aislamientos patogénicos de Fusarium en frutos de pitahaya
amarilla afectados por pudricién basal. La caracterizacion
molecular se realizé en diecisiete aislamientos asociados con
la enfermedad, colectados en zonas productoras de pitahaya
amarilla de los departamentos del Valle del Cauca, Risaralda,
Boyacd y Cundinamarca, en Colombia. Se us6 PCR con
los cebadores ITS1 — ITS4 y TEF1o. Las secuencias de los
productos de PCR se compararon con las registradas en el
Cento Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI, por
sus siglas en inglés), y se alinearon usando Clustal W2, se
construyeron las relaciones filogenéticas con el programa
MEGA 6 con el coeficiente de maxima verosimilitud. Los
resultados de secuenciacién para los marcadores mostraron que
los aislamientos patogénicos correspondieron a F. oxysporum.
El concepto filogenético confirmé que la pudricion basal de la
pitahaya amarilla fue causada por F. oxysporum. Se identific6
ademds una especie de Fusarium no reportada en el GenBank.

Palabras clave: filogenia, pudricién de la fruta,
etiologfa.

ABSTRACT

Molecular characterization of Fusarium associated
with basal rot of thefruit of pitahaya (Selenicereus
megalanthus). The aim of this study was to identify
pathogenic isolates of Fusarium in fruits of yellow pitahaya
affected by basal rot. Molecular characterization was
performed on seventeen isolates associated with the disease,
collected in yellow pitahaya producing areas of Valle del
Cauca, Risaralda, Boyacd, and Cundinamarca in Colombia.
PCR with primers ITS1 - ITS4 and TEFla was used. The
sequences of the PCR products were compared with the ones
registered in National Center for Biotechnology Information
(NCBI) and were aligned using Clustal W2 program, the
phylogenetic relationships were built with MEGAG6 program
with the coefficient of maximum likelihood. The sequencing
results for the markers showed that pathogenic isolates were
F. oxysporum. Phylogenetic concept confirmed that basal rot
of yellow pitahaya was caused by F. oxysporum. A species
of Fusarium not reported in GenBank was also identified.

Keywords: phylogeny, rot of the fruit, etiology.
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INTRODUCCION

Enfermedades de las plantas causan importantes
pérdidas de produccion en la agricultura. Se estima
por ejemplo, que las pérdidas de cosechas debido
a patégenos de plantas en Estados Unidos es de
33 mil millones de ddlares al afio (Pimentel et al.,
2005). Para dilucidar la interaccidn patdgeno-planta, la
identificacién de fitopatégenos es uno de los enfoques
de investigacién indispensable en la busqueda de
estrategias agrondmicas de control y manejo de
la enfermedad (Boyd et al.,, 2013), tales como la
aplicacion de pesticidas, fungicidas, aplicaciones
quimicas especificas, y mejora en la productividad. En
la identificacioén de microorganismos las caracteristicas
morfoldgicas han sido la base de la identificacion hasta
género, nivel de especie, familia, orden y clase. Sin
embargo, las cepas, variedades o biotipos dentro de una
especie tiene que ser identificada usando caracteristicas
como patogenicidad, bioquimica, propiedades
inmunolégicas, o secuencias de nucleétidos del ADN
genomico (Wiwik et al., 2013).

En Colombia, el cultivo de pitahaya amarilla
Selenicereus megalanthus (K. Schumann ex Vaupel
Moran), se ha constituido en las dos tdltimas décadas
en una especie importante dentro del renglén de
exportaciones a paises europeos y asidticos,
convirtiéndose en el primer pais exportador de esta
variedad (Delgado-Milldn, 2012). De los cultivos
comerciales del mundo, Colombia cultiva el 76,4%,
con rendimiento cercano a 10 t/ha (Kondo et al., 2013;
Arciniegas et. al., 2014). Sin embargo, los cultivos
de pitahaya amarilla se encuentran afectados por la
enfermedad conocida como la pudricién basal del
fruto, la cual genera pérdidas de fruta exportable
superiores al 70% (Var6n, 2006), e incrementa en un
50% los costos de produccion, por el manejo que debe
darsele a la enfermedad (Castillo et al., 2005); por lo
que se convierte en la principal enfermedad que limita
el cultivo de pitahaya amarilla en Colombia.

La pudricién basal inicia con una lesién amarilla
en el tallo, en el sitio de unién del fruto con la
penca, causando en el fruto apariencia de madurez
prematura. La infeccién avanza hacia el centro del
fruto, produciendo pudricién parcial, y afectando hasta
el 50% de la superficie (Varén, 2006; Rojas et al.,
2008). Finalmente, se observa pudricién blanda o
seca de color marréon en la base del fruto (Vardn,
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2006; Kondo et al., 2013). La enfermedad se hace
mas evidente cuando se acerca la cosecha (Sudrez,
2011). Autores han atribuido la pudricién basal de
pitahaya amarilla a diferentes especies, generalmente
del género Fusarium. Fusarium moniliforme y F.
oxysporum, se indican como los hongos mds frecuentes
en frutos de pitahaya con sintomas caracteristicos de
pudricién basal, y en menor frecuencia a F. roseum,
F. equiseti, F. chlamydosporum, Cepahalosporium
corda y Gliocladium corda (Bibliowics y Hernandez,
1998; Varon, 2006). En pitahaya roja se encontré que
el agente causal que producia pudricién en la base
del fruto y amarillamiento en los tallos era Bipolaris
cactivora (Valencia-Botin e Hirotaka, 2013). Para
el caso de pitahaya roja, en Sumatra Occidental la
incidencia de pudricién amarilla del tallo (Hylocereus
polyrhizus) es del 99,5% (Barthana y Nasir, 2013). De
igual forma se ha concluido, mediante caracterizacién
molecular, que el agente causal de la pudricién amarilla
del tallo en pitahaya roja (Hylocereus sp.) es Fusarium
solani (Wiwik et al., 2013). En la Universidad Nacional
de Colombia sede Palmira se realiz6 un trabajo de
investigacion con el fin de aislar, purificar e inocular una
poblacion de aislamientos de Fusarium provenientes
de frutos afectados de diferentes zonas productoras
de pitahaya, los ensayos de inoculacién permitieron
desarrollar sintomas idénticos a los presentados en
campo, encontrando aislamientos patogénicos y no
patogénicos (Creuci, 2011).

Sin la adecuada identificacion a nivel taxondmico
del agente causal de la enfermedad, el manejo de la
misma es ineficiente, ya que no se conoce el ciclo del
patégeno ni de la infeccidn. Por lo tanto, las medidas
de control que se emprendan podrian significar un
gasto innecesario, sin contar el impacto negativo al
ambiente (Agrios, 2005).

Las técnicas basadas en dcido nucleico,
especialmente la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), son las mds eficaces para deteccién de
patégenos en plantas (Wiwik et al., 2013). Los andlisis
de las secuencias de DNA usando marcadores de
DNA ribosomal, en particular la del espacio interno
transcripto ITS, ha sido utilizada ampliamente para
solucionar las relaciones taxondmicas a nivel de
especie (Alves-Santos et al., 2002). El gen EF la,
el cual codifica una parte esencial de la maquinaria
de traduccién de la proteina, tiene una alta utilidad
filogenética. Este gen parece que produce una copia
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unica en Fusarium, y muestra alto polimorfismo
en especies estrechamente relacionadas, ain en
comparacién con porciones ricas en intrones de genes
codificantes de proteina tales como calmodulina, beta
tubulina e histona H3 (Wulff et al., 2010).

Ante la incertidumbre que existe sobre la especie
de Fusarium causante de la pudriciéon basal del
fruto de pitahaya amarilla, y su consecuencia en el
manejo de la enfermedad se planted este trabajo con
el objetivo de identificar aislamientos patogénicos de
Fusarium en frutos de pitahaya amarilla afectados por
pudricién basal.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos de Fusarium asociados a pudricion
basal

El periodo de ejecucion del presente estudio fue
de enero de 2013 hasta junio de 2014. Se utilizaron
diecisiete cepas de Fusarium spp. aisladas de frutos
de pitahaya amarilla afectados con pudricién basal,
colectados en zonas productoras de los departamentos
del Valle del Cauca, Risaralda y Cundinamarca, en
Colombia. Cultivos puros de Fusarium se obtuvieron
mediante siembra en superficie en el medio de
cultivo papa, dextrosa-agar (PDA), incubados a 28
°C con doce horas de luz y doce horas de oscuridad,
durante ocho dias. Los hongos se conservaron en agua
destilada estéril a una temperatura de -4 °C, en tubos
eppendorf. Los cédigos utilizados en los aislamientos
y los lugares de procedencia de dichos aislamientos, se
muestran en el Cuadro 1.

Caracterizacion molecular
Extraccion de ADN

Los diecisiete aislados de Fusarium se reactivaron
a partir de aislamientos conservados en agua, siguiendo
el protocolo descrito anteriormente. Transcurrido el
tiempo de incubacion, y utilizando una espatula
metélica estéril, se recogié el micelio y se deposit6 en
tubos eppendorf de 1,5 ml.

Para la extraccion de ADN se utilizé el método
descrito por Wilson (2001), modificado por Gémez
(2008), asi, en cada tubo con micelio se afiadié 750
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Cuadro 1. Cdédigo y procedencia de los aislamientos de
Fusarium spp. aislados de frutos de pitahaya
amarilla afectados con pudricién basal colectados
en zonas productoras de los departamentos del Valle
del Cauca, Risaralda, Boyacd y Cundinamarca, en
Colombia. Enero-junio, 2013.

Table 1. Code and origin of the isolates of Fusarium spp.
isolated from yellow pitahaya fruits affected by
basal rot collected in producing areas of in Valle
del Cauca, Risaralda, Boyacd, and Cundinamarca
in Colombia. January-June, 2013.

Aislamiento Procedencia

2M El Dobio (Valle)

3M Fusagasugd (Cundinamarca)

SM* Banco de germoplasma (UNAL- Palmira)
6M * Fusagasugd (Cundinamarca)

™ Banco de germoplasma (UNAL- Palmira)
8M* Berbeo (Boyacd)

oM Fusagasugd (Cundinamarca)

11M* Belén de Umbria (Risaralda)

12M Fusagasugd (Cundinamarca)

13M Belén de Umbria (Risaralda)

15M* Banco de germoplasma (UNAL- Palmira)
16M Fusagasugd (Cundinamarca)

17M Berbeo (Boyacd)

18M Fusagasugd (Cundinamarca)

20M* Banco de germoplasma (UNAL- Palmira)
21M* Banco de germoplasma (UNAL- Palmira)
22M Fusagasugd (Cundinamarca)

*Aislamientos patogénicos / Pathogenic isolates.

wul de solucién tampén (250 ml Tris-HC1 100 mM
pH 7.,2; 250 EDTA 100 mM y 250 ml dodecil sulfato
sodico (SDS) al 10%), los tubos se agitaron en vortex
y se mantuvieron en hielo (0 °C). Posteriormente, se
agreg6 a cada tubo, 3 ul de proteinasa K (20 mg/ml),
los tubos se agitaron nuevamente, y se incubaron a
37 °C durante una hora. Transcurrida la incubacién
se adiciond a cada tubo 100 yl de NaCl 5M, para
proporcionar la concentracién salina necesaria para
que el Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB)
no se confundiera con el ADN. Posteriormente, a cada
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tubo se le adiciond 80 p1 de una solucion CTAB/NaCl
(CTAB al 10% en NaCl 0,7 M), los tubos se agitaron
y se incubaron a 65 °C durante 10 min.

Para la purificacién del ADN, a cada tubo se le
adicion6 700 ul de cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1), los tubos se agitaron y se centrifugaron a 13000
rpm durante 10 min. Los sobrenadantes se transfirieron
a microtubos, a los cuales se les adicionaron 600 u1 de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, en proporcion de
25:24:1, por tubo; posteriormente, se agitaron. Para
eliminar los restos del complejo CTAB, los tubos se
mezclaron y se centrifugaron a 13 000 rpm durante 5
min. El fenol se adicioné con el fin de desnaturalizar
y precipitar las proteinas, separdndolas del ADN que
se mantuvo disuelto. Los édcidos nucleicos quedaron
suspendidos en la fase superior acuosa.

Los sobrenadantes se transfirieron a microtubos,
y se afiadieron 600 yl de isopropanol para precipitar
el ADN. Los tubos se enfriaron a -20 °C durante una
hora; posteriormente, se centrifugaron a 13000 rpm
durante 10 min. Transcurrido el tiempo se elimind el
sobrenadante (isopropanol) y se afladié a cada tubo
500 pl de etanol frio al 70%; los tubos se agitaron y
se centrifugaron en las mismas condiciones descritas,
durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se elimind el
sobrenadante (etanol) y los tubos se secaron al vacio
en una cdmara de flujo laminar, durante dos horas.
Finalmente, se diluy6 el ADN en 30 gl de tampoén
TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8). El ADN se
almacené a -20 °C hasta su uso para amplificar la
regién ITS y TEF1a.

PCR para amplificar la region ITS1 - ITS4.

La regién ITS del ADNr se amplific6 con los
primers universales descritos por White et al. (1990)
ITS1 (5°-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-*3) e ITS4
(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). La mezcla
para la amplificacién se realizé en un volumen de 50
pulcon 5 ul de 10X PCR tampén (500 mM KCL,, 100
mM Tris HCI (pH 9) y 1% Tritén X-100), 3 ul de 50
mM MgCl,, 3 ul de ADN a concentracion de 20 ng/ul,
2.5 unidades de Taq ADN polimerasa (0,5 ul),y 1 ul de
20 uM de cada cebador ITS1-ITS4. La amplificacién
se realiz6 en un termociclador (Agilent Technologies,
Sure cycler 8800, de 96 pozos programable, USA). Se
siguieron los ciclos de temperatura asi, 95 °C por un
minuto, para desnaturalizar las muestras; 35 ciclos de
desnaturalizacién a 95 °C por 30 segundos; 55 °C por
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1 minuto para alineamiento; extension de 72 °C por 45
segundos; finalmente, elongacién a 72 °C por 5 min.
Para la lectura se usé un marcador de peso molecular
de 1 kb en un gel de agarosa al 1,2%, el gel se corrié
a 65V por 100 minutos. Posteriormente, se observé
la presencia de fragmentos entre 500 y 600 pb, en un
fotodocumentador (Enduro GDS Labnet, USA). Los
productos de PCR se secuenciaron mediante el método
de Sanger en MACROGEN, Corea. La identidad a
nivel de especie se determiné mediante el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del
NCBI (2015).

PCR para amplificar la region TEF 1a

Se amplific6 laregion del gen TEF Efl oy Ef2a.con
los cebadores 5" ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3y
5"-GGAGGTACCAGTGCATCATGTT-3 (O’Donnell
et al., 1998).

La reaccién de PCR se realiz6 en un volumen
final de 50 ul, se adicionaron 25 ul de Go taq Green
Master mix, 1 ul de cada iniciador, 2 u1 de ADN (100
ng) y se completd con el agua libre de nucleasas que
contiene el kit. El programa de PCR comprendié una
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 2 min, seguido
de 35 ciclos de desnaturaciéon a 95 °C por 30 s,
hibridacién a 57 °C por 30 s, extensién de 72 °C por 1
min y una elongacién final de 72 °C por 10 min. Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador.

Para la lectura se usé una cdmara de electroforesis
horizontal, donde se corrié un gel de agarosa al 1%
con un marcador de peso molecular de 1 Kb. Para
su visualizacion se utiliz6 un fotodocumentador, se
observo la presencia de fragmentos entre 600 y 700
pb. Los productos de PCR se enviaron a secuenciar
a Corea y se utilizé6 BLAST del NCBI (2015) para la
comparacion de las especies.

Analisis filogenético

Las secuencias fueron alineadas con el programa
ClustaW. Los andlisis filogenéticos se realizaron
empleando el algoritmo de médxima verosimilitud con
500 réplicas (Bootstrap) usando el programa MEGA 6
(Tamura et al., 2013). Las secuencias de F. oxysporum
a partir de TEF1a (No. de acceso JF740824, USA),
F. oxysporum (No. de acceso KF575348, USA) y F.
oxysporum (No. de acceso KR869782, México), y F.
Sfujikuroi (No. de acceso KJ000438, China) depositadas
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en la base de datos del GenBank, fueron seleccionadas
para incluirlas como especies de referencia junto con
las obtenidas en este estudio. Penicillium sp. (No. de
acceso DQ645808) se designd como la especie fuera
de grupo para la construccién del drbol evolutivo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion molecular

Los ensayos de PCR con los marcadores ITS
y TEFla, asociados a la pudriciéon basal de la
pitahaya, confirmaron la presencia de Fusarium en
los aislamientos patogénicos. La amplificacién de la
banda para cada primer utilizado fue la esperada. Para

el primer par de primers ITS1-ITS4 amplificé a 600pb
y para los primers TEF la se produjo un fragmento
esperado de 700 pb.

En la Cuadro 2 se presentan los aislamientos
patogénicos (5M, 6M, 8M, 11M, 15M, 20M y 21M),
los resultados de secuenciacién confirmaron la
presencia de la especie Fusarium oxysporum para estos
aislamientos. En la caracterizaciéon molecular ningtin
aislamiento correspondié a F. solani. El aislamiento
6M correspondié a una especie de Fusarium con
similitudes filogenéticas a F. oxysporum.

Los amplicones obtenidos en las secuencias de
ITS y TEF fueron de 695 pb y 890 pb, respectivamente;
para TEF se presentd un aislamiento (6M) con
caracteristicas de Fusarium oxysporum, sin embargo,
su secuencia tuvo porcentaje de similitud por debajo

Cuadro 2. Numero de accesion y porcentaje de similitud (segin GenBank) de aislamientos de Fusarium identificados por
secuenciacién con los marcadores ITS (espacio interno transcripto) y TEF (Factor de elongacion de la traduccién), aislados
de frutos de pitahaya amarilla afectados con pudricion basal y colectados en zonas productoras de los departamentos del
Valle del Cauca, Risaralda, Boyacd y Cundinamarca, en Colombia. Enero, 2015.

Table 2. Accession number and percentage of similarity (as GenBank) of Fusarium isolates identified by sequencing the ITS
markers (Internal transcribed space) and TEFlo (Translation elongation factor) isolated from yellow pitahaya fruit
affected by basal rot and collected in growing areas of Valle del Cauca, Risaralda, Boyacd, and Cundinamarca, Colombia.
January, 2015.

No. Resultado ITS No. accesion % similitud Resultado TEF No. accesion % similitud
2M Fusarium oxysporum KF998987.1 99 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
6M* Fusarium oxysporum JX853767.1 99 Fusarium cf oxysporum HMS852047.1 83
™ Fusarium oxysporum IN020659.1 97 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
8M* Fusarium oxysporum JQ701799.1 99 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
oM Fusarium fujikuroi KJ000438.1 96 Fusarium sacchari JF740709.1 99
10M Fusarium oxysporum KF718260.1 99 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
11M* Fusarium oxysporum KF718260.1 99 Fusarium oxysporum JF740724 .1 99
12M Fusarium fujikuroi KJ000438.1 99 Fusarium sacchari JF740709.1 99
13M  Fusarium oxysporum fs cumini ~ HQ443247.1 99 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
14M Fusarium oxysporum IN020659.1 99 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
15M* Fusarium oxysporum KF718260.1 99 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
16M  Fusarium oxysporum fs cumini ~ KF718260.1 99 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
17M Giberella intermedia HQ443247.1 99 Fusarium fujikuroi HF679028.1 99
18M Fusarium oxysporum KF718260.1 99 Fusarium oxysporum JF740724 .1 99
20M* Fusarium oxysporum KF718260.1 99 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
21M* Fusarium oxysporum KF718260.1 99 Fusarium oxysporum JF740724.1 99
22M Fusarium fujikuroi HQ443247.1 95 Fusarium sacchari JF740709.1 99

*Aislamientos patogénicos / pathogenic isolates.

Agron. Mesoam. 27(2):277-285.2016 ISSN 2215-3608
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(86%) con respecto alos demads aislamientos evaluados.
Para cada aislamiento de Fusarium se muestra en el
Cuadro 2 el nimero de accesion y los porcentajes de
similitud para ITS y para TEF.

En Colombia, en el cultivo de pitahaya amarilla
se han registrado veinticuatro hongos como causantes
de enfermedades; sin embargo, en el fruto se destaca
la presencia de Fusarium spp. 'y de Colletotrichum
spp. (Murcia et al., 2013). Mediante identificacién
morfoldgica se registré a F. oxysporum como el
causante de la pudricién basal de la pitahaya en el
Valle del Cauca (Varén, 2006). Estudios realizados
por Wiwik et al. (2013), demostraron que plantas
relacionadas con la familia cactaceae son susceptibles
al ataque de Fusarium, originando pudriciones blandas
y secas que se extienden desde la base del tallo hasta
deteriorar la calidad del fruto.

En ese sentido, existe una estrecha relacion
filogenética entre los aislamientos patogénicos
asociados con F. oxysporum encontrados en los
frutos de pitahaya; siendo esta especie una de las
mds frecuentemente encontradas en diversidad de
cultivos. En cactdceas se ha encontrado asociado a
enfermedades como la pudricién basal del tallo de
Hylocereus trigonus (Choi et al., 2007), pudricién
de raices en Hylocereus undatus (Wright et al.,
2007), marchitamiento y pudricién de raiz y tallo en
Schlumbergera truncata (Lops et al., 2013).

Los resultados encontrados en este estudio
sefalaron una consistencia en el concepto filogenético,
debido a que los aislamientos patogénicos presentaron
secuencias muy similares a las que registra el GenBank
como F. oxysporum. La fuente de variabilidad para
esta especie que no se reproduce sexualmente o sin
identificacién del teleomorfo, podria estar asociada
a mutaciones, fendmeno que facilita la presencia de
elementos transposones y la transferencia genética
via anastomosis de hifas; por lo tanto, se espera
que debido a la reproduccién asexual del hongo, se
establezcan lineas clonales dentro de la poblacién
(Jacobson y Gordon, 1991; Kistler, 1997).

Analisis filogenético
Las secuencias con alto porcentaje de identidad
(superiores al 83%) fueron analizadas utilizando el

coeficiente de maxima verosimilitud, obteniendo
agrupamientos similares, tanto para espacio interno
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transcrito (ITS), como para el factor de elongacién de
la traduccion (TEF1a). El andlisis filogenético para
los aislamientos patogénicos agrup6 a F. oxysporum en
un solo brazo (Figuras 1 y 2) con distancias minimas
entre sus especies.

En esta investigaciéon se utiliz6 un cebador
especifico para Fusarium altamente informativo a
nivel de especie (TEFla), debido al alto nivel de
secuencias polimérficas que muestran entre especies
estrechamente relacionadas; ya que codifica una parte
esencial de las proteinas que hacen parte de la
maquinaria de traduccién (O’Donnell et al., 1998;
Geiser et al., 2004). Por lo tanto, puede afirmarse
que la informacién encontrada permitié determinar
que las secuencias correspondientes a F. oxysporum
fueron homoélogas con alto grado de similitud y que
la distancia encontrada agrupé a las secuencias en una
sola especie. Empero que varios autores han sefialado
la confusion genética del género Fusarium dentro del
complejo de F. oxysporum (O’Donnell et al., 2004;
Leslie y Summerell, 2006; O’Donnell et al., 2008;
Balajee et al., 2009; Geisser et al., 2013). Esto explica
el hecho de que todos los aislamientos que pertenecen
a un mismo complejo de especies de F. oxysporum,
pueden presentar grandes diferencias genéticas
derivado de un origen filogenético diferente (Nelson
et al., 1994; Leslie y Summerell 2006; O"Donnell et
al., 2008; Balajee et al., 2009). Es posible que algunos
o varios de los aislamientos del complejo de especies
F. oxysporum obtenidos en este estudio provinieran de
linajes diferentes.

En este estudio se demostré la presencia de una
especie que se puede comparar con F. oxysporum, la
cual correspondi6 a los aislamientos patogénicos, atin
sin registrar en el GenBank (TEF 6 F. c¢f. oxysporum
(6M)) ya que en el arbol filogenético se apreciaron
diferentes brazos correspondientes a F. oxysporun,
F. sacchari, F. fujikuroi y TEF 6 F. cf. oxysporum; el
cual con el primer ITS lo ubicé como F. oxysporum
y TEF lo como una especie con caracteristicas de
F. oxysporum, pero se encontré alejada del grupo.
El primer ITS mostré secuencias muy cercanas entre
F. oxysporum y no agrupé las especies en grupos
diferentes, como se observé con TEF1a.

Los diferentes brazos del arbol filogenético
mostraron una amplia similitud dentro del grupo,
especialmente para el grupo de aislamientos
patogénicos, lo que indicé que la mayoria provenian
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Figura 1.

Figure 1.

de un ancestro comun, esto debido a la homologia de
sus secuencias (Geisser et al., 2013). La alta diversidad
del genoma de F. oxysporum se debié a elementos
transposones que actian como generadores de la
diversidad, ya que su actividad produce mutaciones
espontdneas y por consiguiente, variabilidad en el
genoma (Daboussi y Langin, 1992; McDonald, 1993).
Se cree que el elemento transposon Fot1 es el causante
de esa diversidad (Edel et al., 2001).

La metodologia usada en este estudio provee
un camino practico para la deteccién de Fusarium,
a futuro se esperaria realizar estudios detallados que
permitan conocer la distribucion de la poblacion del
hongo causante de la pudricién basal de la pitahaya, en
las diferentes zonas productoras en Colombia.

Por métodos moleculares se logré determinar
que el agente causal de la pudricién basal de la
pitahaya amarilla fue el hongo Fusarium oxysporum,
la correspondencia de la especie encontrada en la
secuenciacion y el andlisis filogenético de los dos
marcadores caracterizados verifican la informacion.
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Figure 2.

La presencia de un aislamiento patogénico con
caracteristicas taxondmicas aun no bien definidas
conlleva a pensar que se trata de una especie nueva.
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