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RESUMEN
El estudio de hongos filamentosos patdgenos de plantas es facilitado al usar proteinas
auto fluorescentes como marcadores visuales para observar el desarrollo del hongo en
la planta. Se emplearon cepas de Fusarium oxysporum Yy Fusarium proliferatum
transformadas con las proteinas reporteras GFP y tdTomato con el objetivo de estudiar
la infeccion empleando microscopia epifluorescente al ser inoculadas en tejidos de
cebolla perla. Se mantuvo a las cepas en medio SNA. La inoculacion de bulbos y hojas
se hizo por medio de pedazos de agar. Para inocular semillas y raices se prepararon
suspensiones de esporas de los medios de cultivo. EI material vegetal fue mantenido en
una camara de crecimiento con fotoperiodo de 12 h a 25°C. Los resultados mostraron
gue todas las cepas lograron colonizar la epidermis, penetrar hacia el interior del cortex
y llegar al cilindro vascular central de la raiz de plantulas a los 26 ddi y en bulbos a los
15ddi. Se encontrd que a los 14 ddi la zona del primordio de hoja fue colonizada sobre
su epidermis pero el cértex cotiledonar permanecio libre del hongo. En hojas y escamas
de bulbos a los 4ddi, tanto F. oxysporum como F. proliferatum crecieron superficialmente
a menos que se apligue dafio mecanico en el tejido con lo que las cepas crecieron
intercelularmente en el cértex. Las proteinas reporteras GFP y tdTomato permitieron el
estudio rapido y facil del progreso de la infeccion de F. oxysporum y F. proliferatum en

tejido vivo de cebolla perla.

Palabras clave:

*GFP

*TDTOMATO
*FUSARIUM
*CEBOLLA BLANCA
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ABSTRACT

The study of filamentous plant pathogen fungi is helped by the use of auto fluorescent
proteins as visual markers to observe fungal development inside the plant. The GFP,
tdTomato transformed strains of Fusarium oxysporum and Fusarium proliferatum were
used to study the progress of infection inside living tissues of white onions. Working strains
were maintained in SNA culture media. Pieces of infected agar were used in bulb and leaf
inoculation. For seed and root inoculation spore suspensions were used. All plant material
were put inside a growing chamber with a photoperiod of 12 h, 25°C. Results showed that
all the strains colonized the epidermis then grew extracellularly in the cortex and finally
inside the inner vascular system 26 dai in roots and 15 dai in bulbs. At 14 dai the second
leaf epidermis inside the cotyledon was surface colonized while the cortex remained clear.
Bulb scales and leaves observation presented that at 4 dai both F. oxysporum and F.
proliferatum grew superficially meanwhile in mechanically damaged tissues the fungi grew
extracellularly inside the cortex. In this study both GFP and tdTomato were useful in
studying the infection process of F. oxysporum and F. proliferatum inside living tissues of

white onion.

Key words:
*GFP
*TDTOMATO
*FUSARIUM
*WHITE ONION



CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema
La cebolla es un cultivo consumido y producido a nivel mundial, siendo sus principales
productores: China, India, U.S.A, Turquia e Iran (FAO, 2016).

En la region interandina, el Ecuador produce localmente y para exportacion cebolla de

tres variedades: blanca, colorada y perla (Rivero & Romero, 2012).

Como en otros cultivos, la cebolla puede ser susceptible a numerosos patégenos

fungicos que reducen su produccién y calidad (Bayford, 1996).

En muestras de tejidos de cebolla se ha encontrado la presencia de Fusarium sp.
(Espinoza, Vivas, & Paz, 2005), el hongo puede causar pérdidas en la produccion debido

a la pudricion de la raiz y de la plantula (Bayford, 1996).

Un area puede permanecer infestada indefinidamente por Fusarium, el cual puede
dispersarse a poca distancia a través del agua y herramientas agrarias contaminadas y

a larga distancia a través de plantulas y suelo contaminado (Agrios, 2005).

En el presente estudio se quiere evaluar como las especies del hongo, Fusarium
proliferatum y Fusarium oxysporum, colonizan distintos tejidos de cebolla de diferente
longevidad y de esta forma conocer su comportamiento en condiciones controladas

aproximadas a situaciones reales en el campo.

Se analizan las vias por las cuales el hongo satisfactoriamente coloniza a su huésped
con el fin de encontrar formas para prevenir la infeccién, evitar la contaminacién

alimentaria y pérdidas del material vegetal.

Las diferentes técnicas microbioldgicas empleadas para realizar el estudio pueden ser
aplicadas para otros similares del sector agro productivo del pais. Ademas al evaluar y
describir el comportamiento del hongo se podra tener una percepcion fitopatoldgica de

otros hongos y de esta forma prevenir dafos a cultivos y pérdida productiva.



1.2 Justificacion del problema

Histéricamente el género Fusarium ha causado grandes pérdidas como la devastacion
de la industria bananera alrededor de 1960, causada por F. oxysporum f. sp. cubense
(Ploetz, 1990); pérdidas en trigo y cebada en la parte superior de Estados Unidos
(Windels, 2000), mientras que en el suroeste caus6 una epidemia imprevista de fusariosis
de la espiga de trigo (Cowger & Sutton, 2005), dichos eventos ocasionaron la quiebra de

granjeros, afectando la economia del pais.

Especies del género Fusarium causan pudricion basal de la cebolla (Allium cepa). El
hongo infecta la placa basal del bulbo o las raices; con el tiempo infecta las escamas del
bulbo y causa pérdidas severas que ocurren en la etapa de almacenaje después de la
cosecha (Entwistle, 1990).

En el Ecuador, las plantaciones de cebolla pierden productividad al ser atacadas por
Fusarium. Debido a la demanda nacional e internacional de productos organicos, los
agricultores evitan técnicas comunes como el uso de productos quimicos (Cardenas,
2014).

Asi, se requiere explorar nuevas técnicas de control de enfermedades que sean
amigables con el ambiente, eviten el uso de quimicos persistentes y sean efectivas al
combatir los agentes causantes de la enfermedad. Para conseguirlo, primero se pretende
conocer y analizar la colonizacion del hongo sobre el tejido vegetal y la infeccion dentro

de él.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Estudiar la infeccion de Fusarium proliferatum y Fusarium oxysporum en cebolla blanca
usando cepas transformadas que expresan la proteina verde fluorescente gfp y la
proteina roja fluorescente tdTomato.



1.3.2 Objetivos especificos

e Aplicar protocolos para propagar, preservar y manipular al hongo y para
inocularlo sobre el material vegetal.

e Usar microscopia epifluorescente para estudiar el desarrollo de cepas
transformadas de Fusarium proliferatum y Fusarium oxysporum en hojas,
bulbos y raices de cebolla blanca.

¢ Inocular semillas de cebolla blanca con cepas transformadas y del tipo salvaje

de Fusarium proliferatum y Fusarium oxysporum para evaluar su infectividad.

1.4 Hipoétesis
*El uso de cepas transformadas que expresan proteinas fluorescentes gfp y tdTomato
de Fusarium proliferatum y Fusarium oxysporum, permiten analizar microscopicamente

las caracteristicas de la infeccion en tejidos de cebolla.
1.5 Marco Teorico

1.5.1 Caracteristicas de la cebolla

Las cebollas (Allium cepa) son cultivadas alrededor del mundo como un vegetal para
el consumo humano. Después de su cosecha, los bulbos son consumidos crudos o
cocidos (Jones, 1998).

Son apreciadas por su sabor fuerte, saborizante (Randler & Lancaster, 2002) y textura.

Ademas, la cebolla y el ajo (Allium sativum) poseen efectos medicinales que pueden
ayudar y mejorar problemas coronarios (Augusti, 1990) y reducir el riesgo de sufrir cancer

gastrointestinal (Keusgen, 2002).

Crecen en climas templados, tropicales y subtropicales; son cultivos de dias largos de
tal forma que requieren una determinada duracién del dia para que se forme el bulbo; por

ejemplo; las regiones del hemisferio norte con dias de 14 a 16 horas, sin embargo en
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zonas tropicales y sub tropicales se han adaptado para formar bulbos con dias inferiores
a 13 horas (Currah & Proctor, 1990).

Estructuralmente, el bulbo estd compuesto por series concéntricas de hojas carnosas
envueltas en hojas protectoras, delgadas y secas permitiendo su prolongado

almacenamiento (Cooke, Jones, & Kaye, 2006).

Este cultivo es atacado por algunos agentes patégenos del suelo como Fusarium spp.,
Macrophomina phaseolina, Pyrenochaeta terrestris (causante de la raiz rosa), Pythium
spp., Rhizoctonia spp., Sclerotium spp. y Sclerotinia sclerotiorum. La calidad y cantidad

de la produccion se ve disminuida alrededor de todo el mundo (Schwartz & Mohan, 1995).

1.5.2 Caracteristicas del patégeno

1.5.2.1 Fusarium oxysporum.

Fusarium oxysporum es un patdégeno de plantas distribuido en el suelo a nivel mundial.

Esta especie probablemente causa mas dafio a cultivos que ninguna otra (Correll, 1991).

F. oxysporum es la mas dispersa de las especies del género Fusarium y puede ser
encontrado en la mayoria de los suelos: artico (Kommedahl, Abbas, Buernes, & Mirocha,
1988) tropical o desierto (Joffe & Palti, 1977; Mandeel, Abbas, & Saeed, 1995) y cultivado
0 no (McMullen & Stack, 1983; 1984).

La especie tiene un alto grado de especificidad con mas de 120 variedades y formae
speciales aptas para causar marchitamiento vascular de muchos cultivos (Armstrong &
Armstrong, 1981), caida de plantulas (Nelson, Horst, & Woltz, 1981), asi como pudricion

de la corona y raiz (Jarvis & Shoemaker, 1978).

Estas formas patdgenas pueden ser aisladas de plantas no huéspedes, usualmente
nativas de la zona de cultivo (Helbig & Carroll, 1984; Wang, Brubaker, & Burdon, 2004).
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El hongo pertenece a un estado imperfecto de ascomiceto, es necrétrofo del suelo
causante de enfermedad en cebollas en suelos con temperaturas altas (25 a 35°C) (Sherf
& Macnab, 1986).

La temperatura 6ptima del suelo para que el hongo ocasione enfermedad es de 25 a
28°C, mientras que a 15°C la enfermedad raramente se presenta (Havey, 1995). El
crecimiento linear maximo del hongo ocurre a 25°C y con un potencial osmético de -1.0
MPa (Nelson, Burgess, & Summerell, 1990)

Fusarium oxysporum puede sobrevivir en suelo en ausencia de su huésped como
micelio o como esporas (Agrios, 2005) y volverse activo cuando el suelo tiene un
porcentaje de humedad que permite el crecimiento de la planta (Cooke, Jones, & Kaye,
2006).

La supervivencia del hongo en el suelo se debe a la formacion de clamidosporas, con
recubrimiento grueso; aunque también se forman macroconidias y, escasamente

microconidias (Havey, 1995).

Para el estudio morfolégico de F. oxysporum, se analizan la produccién de
microconidias en cabezas falsas sobre fialides cortas formadas en las hifas, la produccién
de clamidosporas y la forma de las macro y microconidias (Leslie & Summerell, 2006).

El hongo se dispersa de diferentes formas, por el viento y en el suelo, mediante semillas

y material vegetal infectado (Garibaldi, Giraldi, & Gullino, 2004).

1.5.2.2  Fusarium proliferatum

Fusarium proliferatum es un hongo patégeno de plantas, usualmente es confundido
con F. oxysporum, F. fujikuroi, F. verticillioides, y F. thapsinum; para su diferenciacion se

evaluan secuencias de ADN (Leslie, Zeller, Wohler, & Summerell, 2004).



6

F. proliferatum se encuentra en numerosos lugares del mundo. Causa pudrimiento
radicular de plantas, pudrimiento de corona y decaimiento en plantas (Ocamb, Juzwik, &
Martin, 2002; Elmer, Summerell, Burgess, Backhouse, & Abubaker, 1997).

El hongo presenta crecimiento linear maximo a 25°C con un potencial osmético de -1.0
MPa (Nelson, Burgess, & Summerell, 1990), las conidias germinan 6ptimamente a 30°C
(Marin, y otros, 1996).

Bajo determinadas condiciones, el hongo puede producir B-glucosidasas (Fawzi, 2003),
B-xylosidasas (Saha, 2002) y otras enzimas relacionadas con la degradacion de
compuestos que contienen ligninas (Regalado, y otros, 1999). F proliferatum produce una
gran variedad de micotoxinas (Logrieco, Moretti, Ritieni, Bottalico, & Corda, 1995), entre
ellas, fumonosinas en niveles altos (Bacon & Nelson, 1994). Debido a su amplia
distribucion, se han podido recuperar fumonosinas de fuentes aparentemente libres de

ellas (Seefelder, Gossmann, & Humpf, 2002).

1.5.3 Enfermedades causadas por Fusarium.

Una de las enfermedades causadas por Fusarium es el pudrimiento basal por Fusarium
(FBR), es una enfermedad de la raiz y del bulbo de cebollas que crecen en clima templado
y subtropical (Bayford, 1996).

El hongo coloniza la planta a través de las raices y a la placa basal del tallo a través
del suelo. La enfermedad avanza desde una decoloracion ligera de la placa basal hasta
la necrosis total, muerte de las hojas y planta y posteriormente pudricién de las escamas
internas del bulbo (Cramer, 2000).

1.5.4 Caracteristicas de la infeccion causada por Fusarium.
La infeccion puede ocurrir en cualquier momento durante el crecimiento del cultivo.
Bajo el suelo, las raices y la placa basal son infectadas. Debido a que las hojas se

producen en la placa basal, pueden ser atacadas provocando clorosis o necrosis que
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comienza en las puntas y desciende terminando en marchitez (Havey, 1995). Los haces
vasculares son taponados por el cuerpo del hongo. El patégeno invade el xilema de raices
y tallos y produce enfermedad al interferir con el movimiento hacia arriba del agua a traves
del xilema (Agrios, 2005) Finalmente las raices se pudren, las placas basales muestran

decoloracion parda y los bulbos se pudren progresivamente (Havey, 1995).

La intensidad de la colonizacion del tejido de cebolla varia segun la produccion de

isoenzimas pectoliticas por parte del hongo (Ozer, Kodycti, Chilosi, & Magro, 2004).

Las especies patogénicas de Fusarium satisfactoriamente inactivan las sustancias
toxicas producidas por su huésped, ademas producen toxinas que aumentan su

virulencia (Agrios, 2005).

Enfermedades causadas por Fusarium son mas severas en clima seco, suelo calido y
en invernaderos (Agrios, 2005). En el suelo puede existir supresion de la actividad del
hongo debido a interacciones microbianas en la rizésfera (Mazzola, 2004). Sin embargo,
suelos que inhiben el marchitamiento causado por especies vasculares de Fusarium no
son efectivos contra especies de Fusarium no vasculares (Weller, Raaijmakers,
McSpadden, Gardener, & Thomashow, 2002).

1.5.5 Experimentos similares realizados en Fusarium.

Descripciones del crecimiento y colonizacion de tejidos vegetales por Fusarium han
sido reportadas (Abawi, 1972; Lagopodi, y otros, 2002; Miller, Chabot, Ouellet, Harris, &
Fedak, 2004; Skadsen & Hohn, 2004).

Segun Skadsen & Hohn (2004), se transformo F. graminearum con la proteina reportera
gfp. Elhongo fue inoculado en espigas de cebaday en Arabiopsis thaliana. Los resultados
demostraron la utilidad de gfp para evaluar el crecimiento del patdégeno evitando
malinterpretacion causada por hongos contaminantes y util para estudios de resistencia

empleando el modelo de Arabidopsis.
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En Miller et al., (2004), se describe la colonizacion de F. graminearum transformado
con gfp sobre plantas de trigo en etapa de floracion (Triticum aestivum). De igual forma,
se pudo evaluar el crecimiento del hongo dentro y fuera del tejido vegetal, asi como
diferencias en la infeccion entre las variantes susceptible y resistente empleadas en el

estudio.

Segun Li et al., (2011), Fusarium oxysporum f. sp. cubense transformado con gfp
resultd util para visualizar al patdgeno sobre tejido vivo de banana, sin manipulacion o
procesamiento previo de la muestra. Esta propiedad permite facilmente evaluar el
desarrollo fungico en la planta.



CAPITULO Il. METODOLOGIA

2.1 Participantes
La investigacion fue dirigida por Mgs. Alma Koch Kaiser y el Dr. Francisco Flores Flor

como asesor. Como estudiante investigador Daniel Naranjo Espinoza.

2.2 Zonade estudio

La parte experimental se la realiz6 en su totalidad en los laboratorios del Departamento
de Entomologia y Patologia de plantas (ENTOPLP) de la Universidad Estatal de
Oklahoma (OSU), en la ciudad de Stillwater del estado Oklahoma, Estados Unidos de
América. El proyecto se llevé a cabo bajo la supervision del Dr. Stephen Marek y la Dra.

Carla Garzon.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion
El proyecto tuvo la duracion de un afio.

2.4 Procedimiento

La investigacion es de naturaleza descriptiva y fue realizada en las siguientes fases:
cultivo y conservacion de las cepas de F. oxysporum y F. proliferatum, obtencién del
indculo, preparacion del material vegetal e inoculacidén y observacion usando microscopia

epifluorescente.

2.41 Cultivo y conservacion de las cepas de F. oxysporum y F. proliferatum.
24.1.1 Cepas empleadas.

Las cepas fueron proporcionadas por el laboratorio a cargo del Dr. Stephen Marek del
departamento de Entomologia y Patologia de Plantas (ENTOPLP). El nombre, tipo de
cepay especie empleadas en el estudio, se muestra en la tabla 1:
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Tabla 1.
Cepas transformadas y del tipo salvaje de F. oxysporum y F. proliferatum usadas en el
estudio.
Denominacion Tipo de cepa Especie

1. AlR1-4 Transformada con tdTomato. Fusarium oxysporum

2. AlG4-2 Transformada con gfp.

3. AIWT Tipo salvaje (wild type).

4. A7R8 Transformada con tdTomato. Fusarium proliferatum

5. A7G32 Transformada con gfp.

6. ATWT Tipo salvaje (wild type).

241.2 Medio de cultivo.

Todas las cepas fueron cultivadas en agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA) segun
Leslie & Summerell (2006), detallado en la tabla 2:

Tabla 2.
Composicion del medio de cultivo SNA.

Componente Cantidad para 1L (g).
KH2PO4 1
KNO3 1
MgS0a4.7H20 0.5
KCI 0.5
Glucosa 0.2
Sucrosa 0.2

Agar 20




11
2.4.1.3 Mantenimiento de las cepas.

Todas las cepas fueron mantenidas en SNA y se realizaron hasta cuatro pases
sucesivos, empleando un asa bacteriologica con la cual se tom6 parte del micelioy se lo

esparcié sobre el medio solido, fueron incubadas a 30 °C (Leslie & Summerell, 2006).

2.4.2 Obtencion del indculo.
Para efectuar la inoculacion del hongo sobre el tejido vegetal se prepararon dos formas:

suspension de esporas y pedazos de agar de cultivos del hongo.
2.4.2.1  Suspension de esporas.

Las cepas mencionadas anteriormente (tabla 1), fueron cultivadas en cajas Petri (100
x 15 mm) en SNA por 11 dias, luego se afiadié 20 ml de agua destilada estéril sobre el
medio de cultivo y con un tridngulo de acero se frot6 el micelio para que las esporas sean

suspendidas en el agua (Figura 1).

Figura 1. Uso del tridngulo para frotar micelio de
A1IWT de un cultivo SNA.

Demostracion de la técnica empleada para obtener suspensiones de esporas de cultivos SNA. Se froto

un triangulo sobre el medio de cultivo que contiene el hongo, para que sus esporas sean suspendidas en

agua.
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Se obtuvo una mezcla de agua con micelio y esporas, esta fue vertida sobre dos capas
sobrepuestas de gasa estéril con el fin de retener pedazos grandes de micelio y dejar
pasar esporas. El filtrado se recogié en tubos Falcon™ graduados. A continuacion se
realizd el conteo de esporas en camara Neubauer (Figura 2) (Miller, Chabot, Ouellet,
Harris, & Fedak, 2004) y se ajust6 su concentracion empleando factores de dilucion segun
la formula:

C1V1 - szz

En déonde C1 es la concentracion medida mediante el conteo en la camara, V1 volumen

estimado a tomar, C2 concentracion final deseada y V2 volumen final.

Figura 2. Camara Neubauer y contador mecanico.

La foto de la izquierda muestra la cAmara Neubauer siendo cargada con una suspension de esporas, en

la derecha se muestra el contador mecanico empleado para cuantificar esporas.
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2.4.2.2 Pedazos de agar con el hongo.

Después de nueve dias de cultivo en SNA, pedazos de 4 mm de la parte terminal del
micelio (Figura 3), que corresponde a la zona de crecimiento activo del hongo (Prescott,

Harley, & Klein, 2004), fueron extraidos para inocular las hojas y bulbos de cebolla.

Figura 3. Muestra de la zona de crecimiento
activo en el medio de un cultivo de A7G32.

La foto muestra crecimiento de A7G32 en SNA, la circunferencia roja indica la zona de crecimiento activo

(marginal) de donde se tomaron pedazos de agar para la inoculacion.

2.4.3 Preparacion del material vegetal e inoculacion.

En el ensayo se trabajé con semillas, plantulas, bulbos y hojas de cebolla perla. A
continuacion se detalla el procedimiento efectuado en cada una de las partes (Skadsen
& Hohn, 2004; Taylor, y otros, 2013).
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243.1 Siembra de semillas e inoculacién.

Se trabajo con semillas de cebolla perla (Allium cepa), vendidas por la empresa
Johnny’s Selected Seeds®. Fueron esterilizadas superficialmente empleando una
solucion de etanol al 95% por un minuto, luego cloro comercial (Clorox®) al 20% por 15
min, se enjuagaron en agua desionizada estéril y se las dejo secar al ambiente. A
continuacion, sobre cada semilla se colocé una gota de 10 pl de una suspensién de
esporas de las cepas transformadas: A1R1-4, A1G4-2, A7R8, A7G32, y sus tipos
salvajes: AIWT y A7WT, cuya concentracion fue de 1 x 108 esporas ml* (Figura 4), fueron
dejadas en reposo y en sombra durante la noche. Luego, las semillas inoculadas fueron
colocadas en papel germinativo autoclavado (Figura 4), se trabajé cerca de un mechero
con el fin de evitar contaminacion ambiental. Para cada cepa se empled un solo papel

germinativo que contuvo 15 semillas (Gei, Valdez, Piccolo, & Galmarini, 2014).

N \J 4
Figura 4. Semillas de cebolla perla: a) inoculadas con AIWT y b) colocadas
en papel germinativo.

En la izquierda se muestra a las semillas de cebolla inoculadas con una gota de una suspension de
esporas de AIWT. A la derecha se visualiza desde arriba a las semillas inoculadas dentro del papel

germinativo.
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El papel germinativo fue envuelto en papel aluminio para evitar que la semilla reciba
iluminacién y colocado en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 12 h a 25°C
gue esta en el rango de la temperatura 6ptima para el desarrollo de Fusarium (Abawi,
1972); se emplearon gradillas plasticas para mantener el papel germinativo erguido y a

40 cm de la fuente de luz (Figura 5).

Figura 5. Papel germinativo dentro de la camara de crecimiento.

Se muestra la disposiciéon del papel germinativo, cubierto por papel aluminio, colocado en gradillas

plasticas, dentro de la camara de crecimiento.
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2.4.3.2 Siembra de bulbos de cebolla e inoculacién en raiz.

Se adquirieron bulbos listos para plantar de la empresa Van Zyverden, Inc., se retir6 su
cascara exterior, luego fueron esterilizados superficialmente segun Gei et al. (2014) al
sumergirlos en etanol al 95% por un minuto, luego cloro comercial (Clorox®) al 10% por
15 min, se enjuagaron en agua desionizada estéril cuatro veces y se plantaron en cajas
Magenta™ llenas de perlita humedecida y autoclavada. Se colocaron tres bulbos por caja
y fueron puestos en una camara de crecimiento a 25°C, 12h fotoperiodo por una semana.

Transcurrido este tiempo, los bulbos tuvieron abundantes raices y hojas (Figura 6).

Figura 6. Bulbos de cebolla plantados en perlita.

Fotografia de cajas Magenta™ que contienen bulbos de cebolla de una semana, plantados en perlita.
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R

Figura 7. Raices de cebolla sumergidas en suspensiones de
esporas.

La imagen muestra raices de cebolla completamente sumergidas en suspensiones de esporas, cada
frasco contuvo una cepa (A1R1-4, A1G4-2, AIWT, A7R8, A7G32, ATWT). No6tese que los bulbos no tienen

mayor contacto con el liquido.

Para la inoculacioén, los bulbos fueron retirados de la perlita, se enjuagaron sus raices
con agua estéril y fueron sumergidas por una hora en suspensiones de esporas de 1 x
108 esporas ml de las cepas transformadas: A1R1-4, A1G4-2, A7TR8, A7G32, y sus tipos
salvajes: AIWT y A7TWT (Figura 7). Como control se us6 agua estéril. Los bulbos fueron
plantados en perlita estéril y observados 3, 7, 15 dias después de la inoculacion (ddi)
(Skadsen & Hohn, 2004).
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2.4.3.3 Inoculacién en hojas.

Las hojas de cebolla provenientes de bulbos plantados por una semana (Figura 6)
fueron cortadas y colocadas dentro de cajas Petri (100 x 15 mm) que contenian papel
filtro estéril de nueve centimetros de diametro, remojado con agua estéril. Usando una
aguja de diseccion, se realizé una puncion en la hoja y se coloc6 pedazos de agar de la
zona de crecimiento activo de cultivos de las cepas (2.4.2.2). Se ubicaron los pedazos
sobre la hoja punzada y sobre la hoja no lastimada, el espacio entre los pedazos fue de
dos centimetros (Figura 8). En los controles se puso medio no inoculado. Finalmente las
cajas fueron ubicadas en una camara de crecimiento a 25°C, 12 h fotoperiodo por cuatro

dias.

igura 8. Inoculacion de hoja con pedazos de agar del
cultivo de AIWT.

Se observa una hoja de cebolla con dos pedazos de agar provenientes de la zona de crecimiento activo

de un cultivo de A1WT, se muestra la aguja de diseccion empleada para realizar una herida en la hoja.
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2434 Inoculacién en bulbos maduros.

Los bulbos de cebolla blanca maduros fueron adquiridos en el supermercado local, se
removid su cobertura externa y se separaron sus capas/escamas medias las cuales
fueron desinfectadas superficialmente con una solucion de etanol al 95% por un minuto,
10% de cloro comercial (Clorox®) por 15 min y se enjuagd con agua desionizada estéril
(Gei, Valdez, Piccolo, & Galmarini, 2014). Posteriormente las capas de cebolla fueron
colocadas en recipientes plasticos autoclavados y parcialmente llenos con agua estéril,
con el fin de mantener un ambiente humedo. Se realizé una puncion sobre el tejido y
luego se colocaron pedazos de agar (2.4.2.2), sobre el sitio de puncién y sobre el tejido

sano, fueron incubadas a 25°C por cuatro dias.

TN

Figura 9. Parte de un bulbo de cebolla inoculado
con pedazos de agar.

Se muestra una escama proveniente de un bulbo de cebolla maduro y dos pedazos de agar con el hongo

sobre su superficie.
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2.4.4 Observaciéon con microscopia epifluorescente.

Para la observacion se empled microscopia epifluorescente. Se us6 el microscopio
Nikon Eclipse E800 equipado con una lampara de vapor de mercurio empleando los filtros
UV-2E/C DAPI, GFP-3535B y G-2E/C TRITC. A través de los filtros se capturaron
imagenes monocromaticas empleando una camara Qimaging Retiga 2000R CCD, luego
fueron coloreadas artificialmente y combinadas sobre una imagen tomada en campo claro
empleando el software QCapture Pro version 7 (Figura 10) (Flores, Marek, Anderson,
Mitchell, & Walker, 2015).

Figura 10. Ejemplo del procesamiento de las imagenes capturadas.

Se muestra un ejemplo del procesamiento aplicado para las imagenes. Imagen tomada en campo claro
(A), imagen empleando el filtro GFP (B), combinacion de Ay B coloreada empleando el software QCapture

Pro version 7 (C).

Se efectuaron observaciones superficiales e internas de los tejidos, para lo cual fueron
diseccionados. A continuacion se detalla el procedimiento seguido para cada tejido.
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2.4.4.1 Cortes de semillas y plantulas.

Se cortaron semillas transversalmente por su lado mas corto (Figura 11) para observar

la testa, el endospermo y el embridn siete dias después de la inoculacion.
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Figura 11. Corte transversal que detalla las partes de una semilla de cebolla blanca.

Corte transversal de una semilla de cebolla, se observa la testa (A), el endospermo (B) y parte del

embrion (C).

Tras 20 dias, las plantulas que no mostraron necrosis severa fueron colocadas en cajas
Petri (100 x 15 mm), luego usando una cuchilla de afeitar, se corté transversalmente
segmentos cada tres milimetros empezando por la punta de la raiz. La regién
correspondiente al primordio de hoja fue cortada transversalmente por la mitad
despreciando el patrén de tres milimetros para observar su estructura interna (Figura 12).
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Figura 12. Corte transversal en la raiz y region del primordio de hoja.

Se observa un corte transversal hecho tres milimetros a partir de la punta de una raiz de una plantula de
cebolla. La circunferencia roja muestra la zona en dénde se encuentra el primordio de hoja, identificado

como una protuberancia al inicio de la raiz de la plantula (Hoffman, 1993).

Los segmentos obtenidos fueron montados en agua para evitar su deshidratacion e

inmediatamente observados en el microscopio.
2.4.4.2 Cortes de raices provenientes de bulbos.

Para evaluar la colonizacion superficial de las raices, estas fueron removidas del bulbo,
enjuagadas con agua estéril y colocadas en un porta objetos. Con el fin de analizar la
colonizacion interna, se realizaron cortes transversales como en la anterior seccion
(2.4.4.1) con la diferencia de que se lo hizo en tres partes: a tres milimetros de la punta
de la raiz, en la mitad de su extension longitudinal y en el extremo opuesto a la punta de

la raiz. Los cortes obtenidos fueron montados en agua y observados en el microscopio.
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Figura 13. Raices de bulbos de cebolla perla 3 dias
después de la inoculacién con AIWT.

Se observan raices de cebolla 3ddi con AIWT, sembradas en perlita. Para su observacion las raices

fueron cortadas en su base y enjuagadas con agua estéril.

2.4.4.3 Cortes de hojas.

Se removié el pedazo de agar y luego se observaron superficialmente el haz y envés
de la zona inoculada (con o sin puncién). Para la el examen interno se hicieron cortes
transversales de la hoja, estos fueron montados en agua y observados al microscopio
(Figura 14).
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Figura 14. Haz y envés de una hoja de cebolla inoculada con
AIWT.

De izquierda a derecha se observan el haz y envés de una hoja inoculada, ambas superficies fueron
vistas al microscopio para evaluar la colonizacion superficial del hongo.

24.4.4 Cortes de bulbos maduros.

Las escamas de bulbos inoculadas fueron observadas superficialmente (haz y envés)
e internamente mediante cortes transversales en sentido paralelo y perpendicular a sus
haces vasculares, los cortes se efectuaron en la zona inoculada con o sin puncion, cuatro

dias después de su inoculacion.
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2.4.5 Disefio experimental y analisis estadistico.

Con el fin de evaluar si existe diferencia en la facultad de inhibir la germinacion de las
semillas por parte de las cepas transformadas y del tipo salvaje, se observaron
diariamente las semillas y se registré su dia de germinacion. Se plantaron 15 semillas
(repeticiones) por tratamiento, los factores empleados fueron: cepa empleada (A1R1-42,
A1G4-23, AIWT, A7R8, A7G32, A7TWT) y concentracion de esporas del indculo (1x1068,

1x10°%, 1x10* esporas mlt) lo que resultd en un disefio 6x3 con un total de 270 muestras.

Debido a que la variable de respuesta (dia de germinacion) es una variable discreta
que no tiene una distribucion normal (Gutierrez & De la Vara, 2008), se aplico el analisis
de la varianza (ANAVA) propuesto por Kruskal y Wallis con comparacién de a pares. Se

uso el software estadistico Infostat®.
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CAPITULO lll. RESULTADOS

3.1 Observacion de semillas y plantulas.

3.1.1 Semillas.
En el estudio primeramente se observaron los tejidos que no fueron inoculados (blanco)
para identificar la presencia de auto fluorescencia y no confundirla con la emitida por las
proteinas reporteras del hongo. En semillas, la testa no presenté auto fluorescencia sin

embargo el endospermo exhibié colores verde y rojo (Figura 1Figura 15).Auto

fluorescencia de la semilla de cebolla

Figura 15. Auto fluorescencia de la semilla de cebolla.

Observacion de auto fluorescencia verde (izquierda) y roja (derecha) en una semilla de cebolla.

Al observar las semillas al tercer dia después de la inoculacién se encontraron pocas
hifas del hongo sobre la testa, a partir del séptimo dia se evidencié que el hongo
presentaba mayor colonizacion en la zona del hilo y sobre la raiz de las semillas que
germinaron (Figura 16A, B), en este tiempo el hongo colonizé las aberturas de la testa,
producidas por la absorcion de agua y por la emergencia de la raiz (Figura 16C). A
continuacion comenzo la colonizacion del interior de la semilla, se observaron hifas entre
el espacio inter celular del endospermo, a su alrededor (Figura 16D) y creciendo entre y
sobre las células del embrion (Figura 16E). A partir de 14 ddi la colonizacién del exterior
e interior fue completa (Figura 16F) y hubo pudricion del tejido. Tanto F. proliferatum como

F. oxysporum presentaron el mismo comportamiento.
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50 um

Figura 16. Observaciones de semillas inoculadas con F. proliferatum y F.
oxysporum.
Se observa crecimiento de A7G32 3 ddi en la zona del hilo de una semilla germinada (A). Crecimiento
masivo de AIWT sobre semillas en papel filtro (B). Crecimiento de A7G32 sobre una apertura en la testa
7 ddi (C). Hifas de A7G32 en el endospermo (D), en el embrién (E). Crecimiento masivo de A7R8, 14 ddi

sobre la testa de la semilla (F).
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3.1.2 Plantulas.

Se observaron las plantulas en busca de colonizacion del hongo, a simple vista, hubo
mas crecimiento sobre las raices (Figura 17C) que sobre el cotiledon. El sitio de
inoculacion (testa), todavia no desprendido del cotiledon emergente, fue colonizado
intensamente por el hongo (Figura 17B), en plantulas no inoculadas, el cotiledon se
desarroll6 normalmente hasta que emergieron las primeras hojas foliares (Figura 17A).
Las plantulas que fueron totalmente colonizadas murieron y tomaron una coloracion entre
violeta a parda (Figura 17D). Las observaciones no difieren entre las dos especies de

hongos utilizadas.

Figura 17. Observaciones de pléntulas inoculadas con
F. proliferatum y F. oxysporum.
Plantula sin inocular creciendo en papel germinativo (A). Crecimiento masivo de AIWT sobre la testa en
una plantula en desarrollo (B). Colonizacion de AIWT presente en la radicula (C). Plantula completamente
colonizada por A7G32 y muerta (D).
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Se procedié a diseccionar las plantulas para ser observadas en el microscopio de
fluorescencia; los cortes transversales fueron inmediatamente montados en agua (Figura
19A) con el fin de evitar la desecacion del tejido. Se examiné el tejido no inoculado y se
encontré auto fluorescencia de la epidermis y del cilindro vascular central (Figura 19B),
al igual que del tejido verde parenquimético del cotiledon (Figura 18B). Pasados mas de
14 ddi, el hongo coloniz6 levemente el cotiledon de forma superficial y no penetré en

tejido alguno (Figura 18A, B).

Al observar raices de plantulas que no fueron severamente infectadas, 14 dias después
de la germinacion, se not6 que el hongo coloniz6 mas intensa y rapidamente el exterior
de las raices y no su interior, su crecimiento tuvo prevalencia longitudinal por lo que se

esparcio a lo largo del tejido (Figura 19C, D).

Las raices de plantulas evaluadas alrededor de 20 ddi tuvieron crecimiento interno del
hongo, este inicié en la epidermis hasta penetrar en el parénquima cortical y esparcirse
aparentemente alrededor de sus células, no se presencid la formacién de apresorio
(Figura 19E). A los 26 ddi se advirtié que el hongo colonizé el cilindro vascular central y
que los tejidos infectados presentaron auto fluorescencia (Figura 19F). A este tiempo las
plantulas murieron, sus tejidos se tornaron muy suaves y tomaron coloracion violeta

oscura. Las observaciones no variaron entre F. proliferatum y F. oxysporum.

Figura 18. Observaciones de la colonizacion de A1G4-2 en el cotiledon.

Colonizacion de A1G4-2 sobre el cotiledon de una plantula 14 ddi (A). Corte transversal (20x) del
cotiledon inoculado con A1G4-2, no se observa colonizacion interna del tejido, el brillo se debe a la auto
fluorescencia del tejido vegetal, vista con el filtro Endow GFP Longpass Emission (usado Unicamente para

esta toma) (B).
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Figura 19. Observaciones de cortes de plantulas inoculadas con F.
proliferatum y F. oxysporum.

Fino corte transversal del cotiledén de una plantula montado en agua y visto en campo claro 10x (A).
Auto fluorescencia de tejidos presente en la epidermis y en el cilindro vascular central (B). Plantulas de 14
dias de edad, en rojo se nota la colonizacién superficial de su radicula por A7R8, obsérvese la tendencia
longitudinal del crecimiento (C), colonizacién superficial 14ddi de A1G4-2, el parénquima cortical esta libre
del hongo (D). Raiz de plantula 20 ddi, colonizacién intercelular del parénquima cortical por A7R8, nétese
que el cilindro vascular esta libre del hongo (E). Colonizacién del cilindro vascular central de la raiz por
A7G32, 26 ddi (F).
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Al examinar plantulas de 14 dias de edad en la regién correspondiente al primordio de
hoja (Figura 12) se observo mayor crecimiento superficial del hongo en esta region que
en zonas adyacentes. Los cortes transversales revelaron colonizacion del espacio entre
la epidermis del primordio de hoja y el cortex cotiledonar, no se detect6 invasion de tejidos
(Figura 20B). Las cortes de plantulas a los 20 ddi, mostraron intensa colonizacion en la
cavidad dentro del cotileddn (Figura 20C), y se advirtié intensa fluorescencia del primordio

de hoja, posiblemente debido a la colonizacion del hongo (Figura 20D).

7/

C | — D . e
Figura 20. Observacion 14 y 20 ddi de cortes del primordio de hoja de
plantulas inoculadas con A1G4-2.

Corte transversal del cotiledon en la zona del primordio de hoja de una plantula de 14 dias de edad, visto
en campo claro, se sefialan sus partes segun Hoffman (1993): c, cortex; mx, metaxilema; px, protoxilema;
epl, epidermis del cotiledon; ep2, epidermis del primordio de hoja; h, primordio de hoja (A). Composicién
de color de la misma imagen, se detecto fluorescencia del hongo alrededor de ep2 (B). Observaciones 20
ddi de la misma region, se advierte colonizacion de la cavidad del primordio de hoja (C), la existencia de
intensa fluorescencia demuestra colonizacién del primordio de hoja (D). En todas las observaciones: el
cortex (c), la epidermis del cotiledén (epl), el protoxilema (px) y el metaxilema (mx) estuvieron libres del

hongo.
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3.2 Observacion de raices provenientes de bulbos.

Las raices de bulbos sembrados en perlita fueron examinadas a los tres, siete y 15 dias
después de ser inoculadas. Los sintomas entre sepas fueron similares por lo que se
describi6 solo fotos representativas (Figura 21). Se encontré sintomas desde la primera
observacion y crecimiento algodonoso del hongo sobre la raiz (Figura 21A), a los siete
dias las raices tomaron una coloracion purpura y estuvieron recubiertas de una sustancia
viscosa (Figura 21B), 15 ddi las raices se tornaron purpura oscuro hasta llegar a negro,
se desprendieron facilmente del bulbo, el cual también empez6 a descomponerse y emitio
olor de pudricion (Figura 21C). Los bulbos que no fueron inoculados se desarrollaron
normalmente hasta la Ultima observacién a los 15 dias (Figura 21D). La sintomatologia

de la raiz fue similar en los dos hongos.

¥4 -
Figura 21. Observaciones a los 3, 7 y 15 ddi con F.
proliferatum y F. oxysporum de raices provenientes de
bulbos.
Las raices presentan colonizacion a los 3 ddi con AIWT, hay crecimiento algodonoso y ellas se tornaron
ligeramente moradas (A). Coloracién purpura de las raices inoculadas, 7ddi de A7R8 (B). A los 15 ddi de
A7G32, las raices se desprenden facilmente del bulbo, se observé necrosis y coloracién parda (C). Raices

de 15 dias, no inoculadas, asintomaticas y de coloracion blanca (D).
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Las observaciones en el microscopio de fluorescencia de los tejidos revelaron que a
los tres ddi, las esporas del hongo comenzaron a germinar sobre la superficie de la raiz
y a crecer a lo largo de esta (Figura 22B), el hongo colonizé externamente las raices y se
formaron redes de hifas (Figura 22A). Siete ddi el hongo penetré en células de la
epidermis e invadio el cortex (Figura 22D), la observacion longitudinal de la raiz (Figura
22C) mostro que F. proliferatum produjo clamidosporas (flecha) y se encontré grandes
agrupaciones de macroconidias posiblemente en un esporodoquio (*) que se extendia
internamente y a lo largo de la raiz. Ademas se notaron hifas circinadas (enrolladas). En
algunas raices a los 15 ddi todavia no se evidenciaba infeccion del parénquima cortical
ni del cilindro vascular central (Figura 22E), sin embargo en raices que mostraron
deterioro en su estructura, hinchamiento y coloracién morada, la colonizacion del hongo
fue total, abundante en el exterior y en menor grado al adentrarse en el tejido (Figura
22F).
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Figura 22. Observaciones a los 3, 7 y 15 ddi de cortes de raices
provenientes de bulbos, inoculadas con F. proliferatum, F. oxysporum.

Se observa crecimiento longitudinal de redes de hifas de A7R8 sobre raiz, 3ddi (A). Germinacion de una
agrupacion de esporas de A1G4-2 sobre la superficie de la raiz, 3ddi (B). Vista de una seccion longitudinal
de raiz a los siete ddi con Al1R1-4, se observa: intensa colonizacion que se extiende interna vy
longitudinalmente en la raiz, clamidosporas (flecha), macroconidias e hifas enrolladas (*) (C). Invasion de
células epidérmicas de auto florescencia azul por A1R1-4, siete ddi (D). Observaciones a los 15 ddi:
infeccion de epidermis por A1R1-4, el cértex y el cilindro vascular estan libres del hongo (E); infeccion total

de A7R8 desde la epidermis hacia el cértex y finalmente en el cilindro vascular central (F).
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3.3 Observacion de hojas.

Cuatro dias después de la inoculacién, el pedazo de agar y la superficie de la hoja
fueron completamente colonizados, el crecimiento fue notorio a simple vista y también
bajo el estereomicroscopio (Figura 23A), al revisar el sitio de inoculacion, se encontré que
la colonizacion fue total sobre la superficie de la hoja sin importar si se efectu6 o no dafio
sobre esta (Figura 23B). El hongo pudo o no penetrar en los estomas (A ) ubicados en la
superficie de la hoja (Figura 23B, E), cuando hubo penetracion del estoma, el hongo

comenzo a esparcirse internamente a su alrededor (Figura 23E).

Observaciones de la cara interna de la hoja que no fue perforada demostraron ausencia
de crecimiento del hongo (Figura 23F), mientras que en hojas perforadas el crecimiento
tuvo prevalencia longitudinal, siguiendo el sentido de los haces vasculares (*) (Figura
23C). De igual forma se encontr6 crecimiento en la cara interior de los cortes
transversales de la hoja y en el tejido parenquimatoso. Los haces vasculares no fueron
infectados (flecha) (Figura 23D). No se observaron estructuras especializadas del hongo
para la invasion de tejidos. No hubo diferencias notorias en el comportamiento de F.

proliferatum y F. oxysporum.
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Figura 23. Observaciones a los 4 ddi de cortes de hojas inoculads
con F. proliferatum y F. oxysporum.

A los 4 ddi en hojas se evidenci6 que el pedazo de agar y la superficie de la hoja fueron colonizadas
totalmente (A), A1R1-4 sobre la superficie de la hoja, ndtese que el estoma no fue invadido por el hongo
(B). Vista longitudinal de la cara interna de la hoja, se observa auto fluorescencia azul del haz vascular (*)
y abundante colonizacién de A7R8 (rojo) (C). Corte transversal de hoja que presenta colonizacién en la
cara interna y del parénquima por A7R8, el haz vascular (flecha) no fue colonizado (D). Invasion de estomas
(A) por A7R8 (E). Ausencia de colonizacion en la cara interna de hojas que no fueron dafiadas por la
puncion, se observa el haz vascular en azul (F).
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3.4 Observacion de escamas de bulbos.
Por ultimo se observaron las escamas provenientes de bulbos maduros, inoculados
con o sin puncion. A simple vista se encontro crecimiento algodonoso del hongo sobre y

alrededor del pedazo de agar en ambos sitios inoculados (Figura 24).

Figura 24. Escama proveniente de un bulbo
de cebolla, inoculada con pedazos de agar.

Se observa una escama de un bulbo de cebolla, se visualizan dos sitios de inoculacion (con y sin dafio).

A simple vista, existe crecimiento algodonoso de A1IWT sobre los pedazos de agar.

Las observaciones de la zona que no fue lastimada mostraron que el hongo colonizé
la superficie de la escama sin invadir su interior (Figura 25A), asimismo no hubo
colonizacion de la cara interna de la escama (Figura 25B). Los cortes transversales del
sitio de puncion (*) mostraron severa colonizacion del hongo a lo largo del espacio dejado
por la aguja de diseccion, se observa auto fluorescencia (Figura 25C). En este caso hubo
amplia colonizacion de la cara inferior de la escama (Figura 25E). Los cortes
transversales en sentido perpendicular a los haces vasculares mostraron que hubo
colonizacion del espacio inter celular del tejido (Figura 25D), de igual forma se evidencio
crecimiento al observar cortes paralelos (Figura 25F). A este tiempo de observacion, no

se evidencio infeccion de las células por F. oxysporum ni por F. proliferatum.
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Figura 25. Observaciones de cortes de escamas de bulbos inoculadas con F.
proliferatum y F. oxysporum.

Observaciones a los 4 ddi de escamas de bulbos. Corte transversal que muestra a A1R1-4 colonizando
solamente la superficie de una escama no punzada (A), la cara interior de escamas que no fueron dafiadas
estuvieron libres del hongo (B). Colonizacion de A7R8 en la zona que fue dafiada por la puncion (*), se
observa colonizaciéon en la cara externa e interna de la escama (C). Corte transversal que muestra
crecimiento de A1R1-4 en el espacio intercelular de una escama dafiada (D). Colonizacion de A7R8 sobre
la cara interior de una escama punzada (E). Crecimiento intercelular de A1R1-4 en un corte transversal de

una escama punzada (F).
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3.5 Prueba estadistica (ANOVA).
Con los datos obtenidos (Anexo 1) se efectud la prueba de Kruskal Wallis con
comparacion de a pares entre las medias de los tratamientos. La hipoétesis nula de la

prueba dice que no existe diferencia entre las medias u, es decir que las muestras vienen

de poblaciones similares. Se tomo un valor p de 0.05.

Hy, = no existe dif erencia significativa entre las medias

H, = existe al menos un par con diferencia significativa entre sus medias

Se realizaron dos pruebas, una para las cepas de F. Oxysporum y otra para las de F.

Proliferatum. Del software se obtuvieron los siguientes resultados:

Prueba de Eruskal Wallis

Variable Cepa Concentracion W Medias D.E. Medianas H B
Dias Rl1G4-2 10000 15 .40 &.48 €.00 §.50 0.307&
Dias BlG4-2 100000 15 &€.07 5.71 5.00

Dias Bl1G4-2 1000000 15 6.87 T7.32 6.00

Dias BR1R1-4 10000 15 4,73 5.89 3.00

Dias BI1R1-4 100000 15 2.93 3.45 3.00

Dias A1R1-4 1000000 15 5.73 6.41 4,00

Dias Blwt 10000 15 4,40 5.55 0.00

Dias Blwt 100000 15 1.87 3.40 Q.00

Dias RBlwt 1000000 15 5.80 4.74 €.00

Figura 26. Resultados de la prueba estadistica de Kruskal Wallis para F. oxysporum

Se obtuvo un valor p = 0.3076, por lo tanto se acepta Ho: no existe diferencia significativa entre las

medias.
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Prueba de Kruskal Wallis

Variable Cepa Concentraciom N Medias D.E. Medianas H 5]
Dias ATG32 10000 15 4,07 5.28 3.00 5.43 0.5364
Dias ATG3Z2 100000 15 3.53 5.72 0.00

Dias ATG32 1000000 15 5.13 T7.72 0.00

Dias ATRE 10000 15 5.00 T7.22 Q.00

Dias ATRE 100000 15 5.87 T.49 0.00

Dias ATRE 1000000 15 2.53 5.54 Q.00

Dias ATwt 10000 15 6.20 &.95 3.00

Dias ATwt 100000 15 1.80 4.38 Q.00

Dias ATwt 1000000 15 3.07 4.33 Q.00

Figura 27. Resultados de la prueba estadistica de Kruskal Wallis para F. proliferatum

Se obtuvo un valor p = 0.5364, por lo tanto se acepta Ho: no existe diferencia significativa entre las

medias.

Se consideraron diferencias significativas a los valores cuyo p fue menor que 0.05; los
valores p de las pruebas para F. oxysporum (0.3076) y de F. proliferatum (0.5364) no
satisficieron la condicién (p < 0.05) y por lo tanto se acept6 la hipétesis nula (Ho), es decir
que no existen diferencias significativa entre las tres cepas (transformada con gfp,
tdTomato y tipo salvaje) a las concentraciones probadas en las cepas de F. oxysporum
(Al) y en las cepas de F. proliferatum (A7).
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CAPITULO IV. DISCUSION

Gracias a la transformacion con proteinas reporteras de hongos filamentosos
patdbgenos de plantas se puede observar su interaccion con tejidos vivos sin ningun
procesamiento de la muestra, lo cual facilita la evaluacion del desarrollo fungico en la
planta de forma no destructiva (Lorang, y otros, 2001; Larrainzar, O"Gara, & Morrissey,
2005).

Tanto F. oxysporum como F. proliferatum presentaron fluorescencia uniforme en
esporas e hifas, esto demuestra la expresiéon abundante de gfp y tdTomato en el
citoplasma celular, lo cual concuerda con Wu et al. (2016) en donde se expreso
uniformemente los genes reporteros gfp y DsRed en Fusarium verticillioides. En otros
estudios (Spellig, Bottin, & Kahmann, 1996; Maor, Puyesky, Horwitz, & Sharon, 1998) y
en el presente, no se observo efecto de la transformacion en el crecimiento del hongo o

en su capacidad infectiva.

El analisis estadistico empleado, compar6 el efecto de la transformacion sobre la
capacidad del hongo para inhibir la germinacion y demostré que no existen diferencias
significativas entre las cepas transformadas y el tipo salvaje, o que concuerda con otros
estudios en donde se transformé hongos filamentosos sin inhibir su infectividad (Li, et al.,
2011; Skadsen & Hohn, 2004; Lagopodi, et al., 2002; Miller, Chabot, Ouellet, Harris, &
Fedak, 2004; Oren, Ezrati, Cohen, & Sharon, 2003). Los valores p para F. oxysporum y
F. proliferatum fueron de p=0.3076 y p=0.5364 respectivamente.

La auto fluorescencia observada en tejidos necréticos, lesionados e infectados de
cebolla puede deberse a: compuestos fendlicos que fluorescen de color verde en el
mismo rango que gfp, constituyentes similares a la lignina y a otros compuestos como
antocianinas en sitios colonizados por el hongo (Brammall & Higgins, 1988), sin embargo
dicha auto fluorescencia no interfirié en las observaciones epifluorescente del hongo lo
gue concuerda con Lorang et al. (2001) y Spellig et al. (1996). Aunque no hubo
interferencia relevante, las cepas A1R1-4 y A7R8 con fluorescencia roja presentaron mas
utilidad que la verde de gfp en A1G4-2 y A7G32, por no confundirse con los tejidos

necraoticos.
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En varias iméagenes (Figuras: 16D, E; 20B; 22D, F; 23D, E; 25A, C, F) se observa
fluorescencia dispersa que se debe a la naturaleza refractaria y a las propiedades
dispersantes de luz de las paredes celulares vegetales (Haseloff & Amos, 1995), esto dio

indicios de la ubicacion del hongo en relacion a la pared celular.

Segun Abawi & Lorbeer (1972), la germinacion de semillas en suelo infectado con F.
oxysporum provoca la muerte de plantulas emergentes que concuerda con lo observado
también en F. proliferatum. Las semillas fueron severamente colonizadas y murieron,
algunas semillas lograron germinar y fueron colonizadas totalmente en la punta de su raiz
y sobre la testa cerca del hilo, luego murieron. La colonizacion inicial de la punta de la
raiz y la posterior hinchazén de su estructura es consistente con lo observado por
Upasani et al. (2016), Lagopodi (2002) y Fang et al. (2012).

En Abawi & Lorbeer (1972) se reporta que la proliferacion del hongo es mayor en
sustrato esterilizado y en presencia del huésped, en este estudio raices de bulbos de
cebolla perla sufrieron necrosis y colonizacion total 15 dias después de la inoculacién en
sustrato estéril (Figura 22). Ademas las observaciones del micelio aéreo de F. oxysporum
concuerdan con las de Agrios (2005) presentandose incoloro al inicio, luego amarillento,

rosa palido y finalmente morado (Figuras: 17, 21, 24).

Otro factor que posiblemente influyé sobre la intensidad de la proliferacion del hongo
en el tejido vegetal fue la alta concentracion del indculo (1 x 108 esporas mlt). Cabe
resaltar que en condiciones naturales el comportamiento fangico podria variar debido a

que el potencial del inéculo es bajo (Katan, 1971).

Agrios (2005) reporta que la pudricion causada por Fusarium se vuelve mas severa
cuando las plantas estan expuestas a estrés por agua excesiva, lo cual pudo haber
influido en el estudio ya que las cajas magenta que contenian perlita no permitian la

buena decantacion del agua (Figura 6).

Abawi & Lorbeer (1972) detectaron la formacion de clamidosporas en F. oxysporum en

suelo, dichas esporas fueron encontradas en la superficie de la raiz de plantulas
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sembradas en perlita. Esta fue la Unica diferencia visible entre F. oxysporum y F.

proliferatum, que no produce clamidosporas (Leslie & Summerell, 2006).

En este estudio hubo presencia de clamidosporas y de microconidias de F. oxysporum
sobre la epidermis radicular, lo que concuerda con las observaciones de Li et al. (2011,
2013). Luego del crecimiento superficial, las hifas penetraron directamente la epidermis
radicular sin la formacién de estructuras especializadas lo cual es consistente con varios
estudios (Fang, Kuo, You, Finnegan, & Barbetti, 2012; Jiménez-Fernandez, Landa, Kang,
Jiménez-Diaz, & Navas-Cortés, 2013; Upasani, Gurjar, Kadoo, & Gupta, 2016). Una vez
dentro, el crecimiento del hongo alrededor del margen celular dio indicios de crecimiento
intercelular no solamente en el cortex de raices de plantulas (Figura 19 E, F) sino también
en células del embrion, endospermo de semillas (Figura 16 D, E), y de bulbos (Figura 22
F), dichos hallazgos concuerdan con lo reportado por Spellig et al. (1996) y Jiménez-
Fernandez et al. (2013). Mediante las técnicas de microscopia empleadas en el estudio,
no se detecto la formacién de aposiciones en la pared celular de las raices (Figura 19 E,
F, 22 D), lo que concuerda con los resultados de Olivian et al. (2003) en donde se reporto
la formacion leve de aposiciones en raices de lino al ser expuestas a variedades
patogénicas de F. oxysporum. Los resultados corroboran la susceptibilidad de la cebolla

blanca a las cepas de F. oxysporum y F. proliferatum empleadas a lo largo del estudio.

Para entender los posibles mecanismos de invasion de F. oxysporum y F. proliferatum
en cebolla, se observo la localizacion del hongo en la planta a lo largo del tiempo; se nota
el siguiente patrén: el hongo se adhiere a la epidermis de la raiz (Figura 19 D), el tubo
germinativo de esporas o el micelio penetra las puntas de la raiz o entra a través de
heridas o en el punto de formacion de raices laterales (Figura 22 E), crece
intercelularmente a traves del cortex (Figura 19 E), llega a los tejidos del xilema (Figura
19 F) y se dispersa longitudinalmente a través del sistema vascular de los pseudo
vastagos (Figura 22 C). Estas observaciones concuerdan con reportes previos de formas
especiales de F. oxysporum en raices de banana (Li, y otros, 2013), tomate (Agrios,
2005), garbanzo (Upasani, Gurjar, Kadoo, & Gupta, 2016), fresa (Fang, Kuo, You,
Finnegan, & Barbetti, 2012) y en plantulas de tomate (Brammall & Higgins, 1988).
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Observaciones de cortes transversales del primordio de hoja, que se encuentra entre
el cotileddn y el hipocotilo de plantulas, muestran que el hongo puede colonizar el espacio
comprendido entre la epidermis del primordio de hoja (ep2) y el cortex (c) (Figura 20) sin
haber tenido que invadir otros tejidos, lo cual puede suceder si el hongo entra en la
cavidad que alberga el primordio de hoja a través de una abertura existente en la base
del cotileddn (Figura 17) descrita por Hoffman (1993). Como el hongo no tapond los haces
vasculares de dichas plantulas, no hubo sintomas de enfermedad (Agrios, 2005), lo que
sugiere que a los 14 y 20 ddi F. oxysporum pudo residir en Allium cepa
asintomaticamente, lo cual también fue reportado por Jiménez et al. (2013) y en otros
huéspedes segun Katan (1971) y Fassihiani (2000). Se conoce que tanto las especies
patogénicas como las no patogénicas de Fusarium pueden penetrar las raices pero
solamente causar enfermedad cuando infectan tejidos vasculares (Olivain & Alabouvette,
1997), lo que podria sugerir que especies patogénicas de Fusarium emplean la ruta aqui
descrita para colonizar asintomaticamente plantulas de cebolla perla, permanecer
latentes y luego expresar la enfermedad cuando las condiciones sean apropiadas o influir

junto a otros mecanismos aun no descritos a que el patégeno sobreviva y prospere.

Al igual que en el presente estudio, se ha reportado que Fusarium ingresa al huésped
a través de los tejidos radiculares, sin embargo se evalué la colonizacion del hongo en
tejido aéreo, lo cual no ha sido estudiado a profundidad (Agrios, 2005; Fang, Kuo, You,
Finnegan, & Barbetti, 2012; Li, y otros, 2013; Upasani, Gurjar, Kadoo, & Gupta, 2016). En
bulbos y hojas el hongo crecié solo superficialmente (Figura 23 B, F; 25 A, B) con
preferencia a las uniones de la pared celular epidérmica, mientras que en los tejidos
mecanicamente dafiados y al tiempo evaluado, el crecimiento se limitd al espacio
extracelular del tejido, sin invadir tejido vascular. Comportamientos similares del hongo
fueron reportados por Fang et al. (2012) donde F. oxysporum f. sp. fragarie crecio
solamente en la epidermis de una variedad resistente de fresa y por Jiménez et al. (2013)
gue describié diferencias en el grado de colonizacion de plantas de lino resistentes a
Fusarium patogénico. Esta ruta de colonizacién de tejidos aéreos fue probada
experimentalmente y posiblemente sea menos satisfactoria en condiciones mas secas de

campo.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

En conclusién:

Las proteinas reporteras gfp y tdTomato permiten estudiar rapida y facilmente la
infeccion de F. proliferatum y F. oxysporum en cebolla blanca in vivo en condiciones

experimentales de laboratorio.

Tanto el proceso de infeccion de F. oxysporum y de F. proliferatum ocurre de forma
similar: ambas especies penetran la epidermis, atraviesan extracelularmente el cortex e

invaden los tejidos vasculares internos de raices.

Cuando la inoculacién se hace en partes aéreas de la planta, el crecimiento del hongo
es limitado a sus exteriores. Pero cuando se efectia dafio mecénico, el hongo crece

intercelularmente.

La proteina reportera tdTomato resulté mas conveniente para el estudio por ser mas
brillante y no interferir con la auto fluorescencia verde de los tejidos lesionados y

necraéticos.
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CAPITULO VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda:

Investigar los mecanismos de defensa a nivel fisioldgico en las raices y partes aéreas de

la cebolla perla frente a Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum.

Realizar estudios que evallen continuamente todas las fases del desarrollo de la cebolla

blanca y que simulen sus condiciones comerciales de cultivo comercial.

Emplear las técnicas de este estudio para estudiar los mecanismos de infeccion en

huéspedes susceptibles a Fusarium y a otros hongos patdgenos de interés econémico.
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