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ABSTRACT

The genetic diversity of Fusarium strains isolated from muskmelons (Cucumis melo L.) was
evaluated by RAPD and compared with classical taxonomy, morphological and pathogenicity
based analyses. Eighteen isolates collected from commercial fields located between III and VI
Regions, Chile, were studied. Morphological taxonomy identified eleven isolates as F. oxysporum,
four as F. semitectum, one as F. solani and one as F. subglutinans. The F. oxysporum strains able
to cause wilt in muskmelon plants were identified as F. oxysporum f. sp. melonis (Fom). DNA
profiles obtained from RAPD assays and cluster analyses showed that the Fom population is
genetically heterogeneous and complex. Two sub-populations, FomA y FomB, were observed. The
results of the species identification obtained with RAPD and those obtained with morphological
analyses were not consistent. One isolate identified via conventional methodology as the F. solani
strain was genetically similar to the FomA group, while some strains identified as Fom were
genetically similar to those identified as F. semitectum. The genetic diversity of Fusarium and these
results show the need for more reliable and easier systems to identify Fusarium species within the
genus. At the same time, the role of F. semitectum as a muskmelon pathogen in Chile should be
considered.
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RESUMEN

Se evalu¢ la diversidad de especies de Fusarium asociadas con la marchitez del melon (Cucumis
melo L.) mediante RAPD, comparandose tales resultados con la identificacion taxonomica en base
a caracteres morfoldgicos y patogénicos. Se estudiaron 18 aislamientos colectados de cultivos
comerciales de meldn establecidos entre la IIT1'y IV Region, Chile. Las observaciones morfologicas
determinaron que once aislamientos correspondian a F. oxysporum, cuatro a F. semitectum, uno
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a F. solani y uno a F. subglutinans. Aislamientos identificados como F. oxysporum produjeron
sintomas de marchitez solamente en plantas de meldn, identificandolos, por lo tanto, como F.
oxysporum f. sp. melonis (Fom). Los petfiles de ADN obtenidos mediante RAPD asi como los
analisis de agrupamiento basados en polimorfismos mostraron que la poblacion Fom es genéticamente
compleja y heterogénea, evidenciando al menos dos subpoblaciones FomA y FomB. Los resultados
de identificacion a nivel de especie obtenidos con RAPD, no fueron consistentes con aquellos
obtenidos utilizando caracteres morfolégicos. Un aislamiento identificado mediante metodologia
convencional como F. solani fue genéticamente similar a los aislamientos del grupo FomA,
mientras que algunos aislamientos identificados como Fom fueron genéticamente similares a
aquellos identificados como F. semitectum. La diversidad genética de las poblaciones de Fusarium
y los resultados obtenidos demuestran la necesidad de disponer de sistemas mas confiables y faciles
de aplicar para identificar especies dentro del género Fusarium. Al mismo tiempo sugieren la

necesidad de evaluar el rol de F. semitectum como patégeno de melon en Chile.

Palabras claves: Fusarium oxysporum, F. semitectum, RAPD, diversidad genética.

INTRODUCCION

La marchitez del meldn (Cucumis melo L.) fue
descrita por primera vez en América del Norte
por Leach y Currence en 1938, identificandose
a Fusarium oxysporum f. sp. melonis W.C.
Snyder & H.N. Hansen, como el agente causal
de esta enfermedad (Snyder y Hanssen, 1940).
El patégeno suele provocar graves efectos sobre
el cultivoy si bien existe resistencia varietal ba-
sada en dos genes, ésta es parcial puesto que se
ha reconocido la existencia de por lo menos
cuatro razas del patégeno (Banihashemi, 1968;
Risser et al., 1976), 1o que ha determinado la
constante bisqueda de nuevas fuentes de resis-
tencia como estrategias de control. Dentro de
este contexto, el conocimiento de las estructuras
de las poblaciones del patégeno, es decir, el
conocimiento de su diversidad genética y
fenotipica, y sus cambios en el tiempoy espacio,
son elementos de reconocida importancia para
un manejo eficiente de la enfermedad (Leung et
al., 1993).

Una primera condicion en estudios epidemiol6-
gicos o de poblaciones, es la correcta identifi-
cacion del patégeno aislado. Para identificar es-
pecies del género Fusarium se han propuesto
diferentes sistemas taxondmicos, los cuales se
basan principalmente en caracteres morfologicos,
tales como tamafio y forma de macroconidias;

tamafio, presencia o ausencia de microconidias;
formacién de clamidosporas y estructura de co-
nidiéforos (Nelson, 1991; Windels, 1992). Sin
embargo, muchas veces, especies muy relacio-
nadas entre si difieren en un solo caracter, forma
de la conidia o conidiéforo, por ejemplo, lo que
puede inducir a una mala identificacion. Por
otra parte, laaplicacion de esta técnica tradicio-
nal es laboriosa y requiere de gran cantidad de
material, lo que dificulta la identificacion de un
gran nimero de muestras a la vez que requiere de
gran experiencia taxondmica para obtener resul-
tados correctos. Esta labor podria complicarse
debido a la alta variabilidad morfologica que
presentan aislamientos de Fusarium en cultivos
de laboratorio.

Lastécnicas moleculares, principalmente aque-
llas basadas en analisis de ADN, corresponden
ametodologias mas rapidas, precisas, objetivas
y aplicables a un gran niimero de muestras. Este
tipo de metodologias permite diferenciar genoti-
pos y de esta forma establecer la variabilidad
genética existente dentro de una poblacion
(MacLean et al., 1993; Leungetal.,1993). Una
metodologia de analisis d¢ ADN denominada
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA,
Williams et al., 1990) genera patrones de bandas
que corresponden a fragmentos de ADN, algunos
de los cuales son compartidos por un grupo de
genotipos, estando ausentes en otros. Este tipo
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de polimorfismo genético permite desarrollar
marcadores moleculares para la identificacion
deindividuos, realizar mapeo genémico y realizar
estudios de genética de poblaciones (Edel e al.,
1995; MacDonald, 1997). En el caso del género
Fusarium, se ha utilizado la metodologia de
RAPD para determinar la estructura de poblacio-
nes de diversas formas especiales (Kelly et al.,
1994; Woo et al., 1996; Vakalounoakis y Frag-
kiadakis, 1999). Esta metodologia ha permitido
encontrar marcadores moleculares para identi-
ficar especies tales como F. avenaceum, F.
culmorum, F. graminearum (Schilling et al.,
1996), F. poae (Parry y Nicholson, 1996) y ais-
lamientos pertenecientes a la raza 2 de F. oxys-
porum f. sp. dianthi (Manulis et al., 1994).

El presente trabajo se realiz6 en el marco del
Proyecto FONDECYT 1970327 afio 1997, cuyo
objetivo general es el control de enfermedades
de suelo en melén mediante el uso de porta
injertos tolerantes. El objetivo especifico de este
estudio fue evaluar la metodologia de RAPD
para la identificacién de especies de Fusarium
patogenas para melon (Cucumis melo L.) y
comparar sus resultados con la metodologia tra-
dicionalmente empleada, basada en caracteres
morfologicos. Adicionalmente a esto, se evalud
la diversidad genética existente en un grupo de
aislamientos identificados preliminarmente como
F. oxysporum f. sp. melonis.

MATERIALES Y METODOS
Origen de los aislamientos estudiados

El material experimental fue colectado desde
cultivos comerciales de mel6n establecidos en
localidades de la Il a la VI Region, incluyendo
laRegion Metropolitana. El material colectado
correspondid atejido radicular fino, tejido radi-
cular gruesoy tejido de vasos conductores (cue-
llo, corona y tallo), que en la mayoria de los ca-
sos presentaba sintomas de infeccion. El origen
geografico de los aislamientos utilizados en este
estudio se presenta en el Cuadro 1. Paralos ana-

lisis de RAPD se incluyeron los aislamientos #.
moniliforme NRRL 2284 y F. oxysporum f. sp.
dianthi.

Aislamientoy mantencion del patégeno

Los procedimientos utilizados para el aislamiento
de Fusarium sp. correspondieron a la metodolo-
giadesarrolladay utilizada por el Fusarium Re-
search Center de la Universidad de Pennsylvania
y la utilizada por el Fusarium Laboratory de la
Universidad de Sidney (Nelson er al., 1983;
Burgessetal., 1994). El tejido radicular fino de
plantas de meldn fue esterilizado parcialmente,
mediante lavado continuo en agua corriente por
un lapso de 3 h, enjuagado en agua estéril tres
vecesy secado en flujo laminar de aire estéril. El
tejido radicular mas grueso y el material prove-
niente de cuello, corona y tallo fue esterilizado
superficialmente en una solucion de etanol por 1
min, para posteriormente ser tratado en una so-
lucion de hipoclorito de sodio al 5 %, enjuagado
3 vecesenagua estéril para secar posteriormente
enflujodeaire laminar estéril. Una vez desinfec-
tados, pequeifios trozos de tejido radicular (con
o0 sin cortex) y segmentos de tejido conductor
obtenido a nivel de cuello y tallo, fueron sem-
brados sobre medio de cultivo agar papa dextrosa
(APD) e incubados a 25 °C durante 7 dias.

Desde cada una de las colonias obtenidas se rea-
lizaron cultivos monosporicos. Para esto, se uti-
liz6 medio de cultivo agar aguaal 1,5%, con agre-
gado de sulfato de estreptomicina (0,5 g L),
sobre el cual se colocaron 6 gotas de agua estéril
en las que se habia disgregado y homogeneizado
micelio del patégeno. Después de un periodo de
incubaciénde24 ha25 °C, se determind presen-
ciade conidios germinados bajo lupa estereosco-
pica(40X). Mediante eluso de aguja histologica,
un conidio fue transferido a un tubo de ensayo
conteniendo medio de cultivo agar clavel y guar-
dado en refrigerador a 5 °C hasta su utilizacion
en pruebas de patogenicidad e identificacion.
Para almacenamientos prolongados, los aisla-
mientos fueron guardados como suspension de
esporas en 20% de glicerol a —20 °C.
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Cuadro 1. Origen, identificaciéon taxonémica y grupo genético de los aislamientos de Fusarium estudiados
Table 1. Origin, taxonomic identification and genetic groups of the Fusarium isolates-used in this study

Aislamiento

Origen Hospedero Identificacion taxonémica Grupo genético
geografico' segun morfologia segin RAPD

F2 LP Ovalle Melén E oxysporum f. sp. melonis Fs

F3 Nancagua Melén F. subglutinans 2

F4 LP Ovalle Melén F. semitectum Fs

F6 LP Ovalle Melén F. oxysporum f. sp. melonis FomA

F7 Céarcamo Melén F. oxysporum f. sp. melonis FomB

F8 Ramuco Melén F. oxysporum {f. sp. melonis FomA

F9 Santa Cruz Mel6n F. solani FomA
F11 LP Ovalle Melon F. oxysporum f. sp. melonis FomA
F12 Cércamo Melén F. oxysporum f. sp. melonis FomA
F15 LP Ovalle Melén F. oxysporum f. sp. melonis Fs

F16 Céarcamo Mel6n FE oxysporum f. sp. melonis FomA
F17 LP Ovalle Melon F. semitectum Fs

F18 LP Ovalle Melén F. oxysporum f. sp. melonis Fs

F19 San Gregorio M. Tuna F. oxysporum f. sp. melonis FomA
F22 LP Ovalle Melén F. semitectum Fs

F23 LP Ovalle Melon F. oxysporum f. sp. melonis Fs

F24 Til Til Melén F. oxysporum f. sp. melonis FomB
F25 El Tambo Melén F. oxysporum f. sp. melonis FomA

'LP: Embalse La Paloma, Ovalle; Carcamo, Illapel; Ramuco, Illapel; San Gregorio, Santa Cruz; El Tambo, Vicuia.

*Sin agrupamiento.

Identificacion taxonémica de los aislamientos
de Fusarium

Para la identificacion taxondmica de los aisla-
mientos se utilizaron como base metodologiasy
claves de identificacion elaboradas por Nelson
et al. (1983), las cuales consideraron la obser-
vacion de caracteristicas microscopicas, median-
te la técnica de microcultivo en camara hiimeda
(Onnions et al., 1971). En cada placa Petri se
colocd undisco de papel filtro, una varilla de vi-
drio en forma de Uy un portaobjeto. La totalidad
de estos elementos fueron esterilizadosa 121 °C
por 30 min. Paralelamente a esto, se prepararon
trozos de agar clavel solido de 1 cm? x 2 mm de
espesor, los cuales se colocaron en el centro del
portaobjeto apoyado en la varilla de vidrio. Se
inocularon los 4 lados del bloque de agar clavel
con material proveniente de cultivo monospoérico
de cadauno de los aislamientos a identificary se
cubrié con un cubre objeto de mayor tamafio que

eltrozo de agar. Sobre el papel filtro se agregaron
2 mL de agua destilada y se incubaron a 25 °C.
Diariamente se realizaron observaciones bajo
microscopio con el objeto de determinar presencia
de cadenas de microconidios, tipo de fidlides y
presencia o ausenciade clamidosporas. Para ob-
servar caracteristicas morfoldgicas de cada colo-
nia, desde cultivo monospdrico se inocularon
placas conteniendo APDy se incubarona 25 °C.

Identificacion de F. oxysporum f. sp. melonis

Para determinar la forma especial del patdgeno
seutilizd lametodologia propuesta por Jacobson
y Gordon (1988). Para esto, se inoculd una sus-
pension de esporas (10° conidios mL!) de cada
aislamiento de F. oxysporum en plantas de: za-
pallo butternut (Cucurbita moschata) cv. Supre-
me, zapalloitaliano (C. pepo) cv. Negro Chileno,
sandia (C. lannatus) cv. Klondike, pepino (C.
sativus ) cv. Marketmore y melon (C. melo) cv.
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Hales Best Jumbo. Para evaluar su reaccion al
patogeno luego de su inoculacion el material se
mantuvo bajo invernadero en condiciones contro-
ladas de temperatura y humedad relativa (25 °C
y 85% de HR).

Obtencion del ADN del hongo

Cadaaislamiento fue cultivado por 3 dias en me-
dio liquido agitado a 200 rpm y 23 °C. Los cul-
tivos se realizaron en matraces Erlenmeyer de
100 mL conteniendo 40 mL del siguiente medio
de cultivo: glucosa 3%, KH,PO, 0,3%, MgSO,
0,03%, casoaminoacidos 0,5%, extracto de
levadura 0,1% y extracto de malta 0,1%. Cada
matraz fue inoculado con micelio y esporas del
hongo previamente cultivado en agar clavel y
colectados con un asa bacteriol6gica. El micelio
obtenido fue colectado por filtracién, lavado
con agua destilada estéril, congelado a -80 °C y
liofilizado. Una vez secado, el micelio fue molido
directamente en un tubo de Eppendorffy luego,
su ADN genomico fue extraido utilizando el
método descrito por Bainbridge et al. (1990). La
calidad del ADN obtenido fue analizado elec-
troforéticamente en geles de agarosa al 0,8% en
TBEy cuantificado espectrofotométricamente a
260 nm (Sambrook et al., 1989).

Condiciones de las reacciones de RAPD

Los partidores fueron adquiridos en la empresa
Operon Technologies Inc. (Alameda, California,
USA), y correspondieron a los denominados
OPA1l1, OPC4, OPD6, OPU14 y OPW18. Las
reacciones de amplificacion (en un volumen de
20 mL), asi como las condiciones de amplifica-
cién y posterior analisis electroforético fueron
las descritas previamente por Mufioz et al.
(1999).

Analisis de las bandas polimorficas

Elperfil de bandas que generd cada partidor fue
analizado para cada aislamiento mediante el
registro para presencia (“1”) o ausencia (“0”) de
bandas de ADN de tamafio similar. El criterio

utilizado para identificar una banda como poli-
morfica fue su presencia o ausencia en forma
consistente en dos amplificaciones independien-
tes. Estos resultados permitieron construir una
matriz binaria que combiné todos los polimor-
fismos detectados en los aislamientos en estudio,
con los 5 partidores anteriormente descritos.
Esta matriz fue luego analizada utilizando el
software computacional NTSYS 2.0 (Rohlf,
1996). Para cada par de aislamientos se deter-
miné el grado de similitud utilizando el coefi-
ciente de similitud de Jaccard, Dice o bien single
matching (Sneath y Sokal, 1973), para luego
construir un dendrograma mediante el algoritmo
UPGMA. Para evaluar la consistencia de los
agrupamientos representados en el dendrograma,
se determind el valor de la correlacién entre la
matrizde los valores cofenéticos de los datos de
similitud y lamisma matriz de similitud. Adicio-
nalmente, los datos de RAPD fueron sometidos
aun andlisis de componentes principales (PCA).
Estos dos iltimos tipos de analisis se realizaron
utilizando las subrutinas adecuadas del programa
NTSYS 2.0.

RESULTADOS

Identificacion mediante analisis morfolégicos
de las especies de Fusarium

A partir de la colecta realizada sobre cultivos
comerciales de mel6n establecidos entre laIlly
VIRegionde Chile, se obtuvieron 80 aislamientos
de Fusarium spp., de los cuales se seleccionaron
18 aislamientos segtin las caracteristicas morfo-
l6gicas de las colonias sobre medio de cultivo
agar papa dextrosa (Cuadro 1). Los analisis ta-
xonémicos permitieron establecer que la mayoria
de estos aislamientos correspondian a F. oxys-
porum, seguido de F. semitectum. Excepcional-
mente, se identificé un aislamiento como F. so-
lani'y otro como F. subglutinans (Cuadro 1).

Se clasifico como F. oxysporum a aquellos ais-
lamientos que produjeron abundantes microconi-
dias a partir de falsas cabezas, unido a la produc-
cién de abundantes macroconidias que presen-
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taban una célula apical bastante atenuada y una
célula basal formando un pie. Los conidioforos
de esta especie fueron del tipo monofialides,
cortos no ramificados. Microcultivos de estos
aislamientos siempre presentaron formacion
rapidade clamidosporas, individuales o en pares.
Sobre medio de cultivo agar papa dextrosa,
todos los aislamientos manifestaron un rapido
crecimiento de micelio aéreo y blanco, que en
algunas colonias vario a purpura. En algunos
casos se presento una abundante formacién de
esporodoquios, adquiriendo la colonia un color
crema. La coloracidn de estos en la superficie
posterior del cultivo casi siempre fue purpura
oscura. Algunos aislamientos requirieron mas
tiempo para la formacion de clamidosporas.

Se identific6 como F. solani a un aislamiento
(F9), colectado en Santa Cruz. Sus principales
caracteristicas distintivas de F. oxysporum
fueron: microconidios mas largos, de pared mas
gruesa y producidos en menor cantidad. Sus
macroconidios fueron mas gruesos y de forma
cilindrica. Sus monofialides fueron ramificadas
o simples, mucho mas largasy elongadas que las
de F. oxysporum. Este aislamiento presentd
abundante formacién de clamidosporas las que
aparecieron simples o en pares. Sobre APD
formé rapidamente colonias de color crema con
presencia de esporodoquios.

Se identificé como F. subglutinans a un aisla-
miento (F3), colectado sobre un cultivo de me-
lones en Nancagua (VIRegion). Este aislamiento
present6 abundantes microconidias, de forma
ovaly producidas sobre cabezas falsas. Se obser-
varon abundantes macroconidias con superficies
dorsal y ventral casi paralelas, célula basal en
forma de talén, presencia de polifidlides y mo-
nofialides, y ausencia de clamidosporas. Sobre
medio de cultivo agar papa dextrosa formo colo-
nias con micelio aéreo de color blanco.

Se identificaron como F. semitectum cuatro
aislamientos (F4, F17, F22 y F23), colectados
sobre un cultivo de melones en Nancagua (VI
Regidn). Estos aislamientos presentaron abun-
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dantes microconidias, de formaoval, producidas
sobre cabezas falsas. Abundantes macroconidias,
con superficies dorsal y ventral casi paralelas,
célula basal en forma de talon, presencia de
polifialides y monofialides. Estos aislamientos
no formaron clamidosporas. Sobre medio de
cultivo agar papa dextrosa formaron colonias
con micelio aéreo de color blanco.

Identificacion de F. oxyporum f. sp. melonis

Losaislamientos identificados como F. oxyspo-
rum f. sp. melonis al ser inoculados en las plan-
tas indicadoras demostraron una reaccion pato-
génica altamente especifica con el hospedero.
Estareaccion vario desde una marchitez progre-
siva y consistente hasta un colapso violento y
definitivo. Este tipo de reaccion fue solamente
observada en plantulas de C. melo, resultados
que concuerdan con el comportamiento sefialado
para F. oxysporum f. sp. melonis.

Diversidad genética de los aislamientos
evaluada mediante RAPD

Para estos estudios se incorporaron dos aisla-
mientos, uno correspondiente a F. oxysporumf.
sp. dianthi (Fod) y otro a F. moniliforme (Fm),
los que se utilizaron como controles en los ana-
lisis de agrupamiento.

Los 5 partidores utilizados en los ensayos de
RAPD, OPALll, OPC4, OPD6, OPU14 y
OPW18, generaron 22, 20, 24, 19 y 22 bandas
polimérficas, respectivamente, determinando un
total de 107 bandas. Estos resultados sugieren la
existenciade una gran diversidad genética dentro
de la poblacion analizada, resultado esperable,
considerando las diferentes especies que compo-
nian el grupo de aislamientos de este estudio,
seglin los resultados de los analisis morfoldgicos.

El analisis visual de los patrones de bandas evi-
denci6 un grado de similitud entre algunos aisla-
mientos, permitiendo establecer grupos genéti-
cos. Tal como se aprecia en la Figura 1, aisla-
mientos identificados taxonémicamente como
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F. semitectum, presentaron patrones de bandas
similares entre si, formando parte de un grupo
que se denomind Fs. Para el caso de los aisla-
mientos identificados taxonémicamente como
F. oxysporum f. sp. melonis, se distinguieron
dos grupos. Un grupo mayoritario, denominado
FomA, present6 un perfil de bandas conservados
yunsegundo grupo, denominado FomB, formado
por losaislamientos F7y F24, presentd patrones
distintos tanto entre si como con el resto de la po-
blacion analizada. Sin embargo, algunos aisla-
mientos identificados taxonémicamente como
F. oxysporum t. sp. melonis (F15, F18,y F2 en
Figura 1) presentaron un perfil de bandas similar
al grupo de aislamientos identificados como F.
semitectum. Otrainconsistencia entre los perfiles
debandasy laidentificacién taxondmica se pre-
sento con el aislamiento F9, identificado previa-
mente como F. solani, el cual presenté un perfil
debandassimilaralos obtenidos por aislamientos
de . oxysporum f. sp. melonis. Estos resultados
indicarian la posibilidad de una identificacion
taxondmica incorrecta de la especie en algunos
de estos aislamientos.

Los analisis visuales de las bandas no detectaron
ninguna banda comun a todos los aislamientos
de F. oxysporum f. sp. melonis que pudiera ser
potencialmente utilizable como un marcador
molecular para identificar estos aislamientos.
Sinembargo, en el grupo Fs se detectaron bandas
que eventualmente podrian ser utilizadas con
fines de identificacion de laespecie. Unejemplo
deesto lorepresenta labanda de rapida movilidad
electroforética indicada en la Figura 1.

Los polimorfismos detectados fueron analizados
utilizando distintos coeficientes de similitud,
para luego comparar los dendrogramas de agru-
pamientos obtenidos. Al utilizar los coeficientes
de Single Matching, Jaccard y Dice, se obtuvieron
agrupamientos similares (Figura 2). Este agrupa-
miento presentd un valor para la correlacion co-
fenética de 0,96 indicando una buena consis-
tencia. Adicionalmente a esto, los grupos identi-
ficados por este analisis mostraron buena corre-
lacién con aquellos establecidos visualmente
segtin los perfiles de bandas de ADN (Figura 1).

Fs

FomA FomB

F15
F17

Figura 1. Perfiles de bandas de ADN obtenidos en una reaccién de RAPD utilizando el partidor OPU14. En cada carril
se indican los aislamientos estudiados y el grupo genético asignado. A la izquicrda se indica una banda de ADN

especifica para el grupo Fs.

Figure 1. Band profile of the DNA obtained in the RAPD assay using the primer OPU14. In each lane the strain and the
main genetic groups assigned are indicated. On the left side indicates a DNA band specific to the Fs group.
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Figura 2. Dendrograma del agrupamiento segin la similitud genética de los aislamientos de Fusarium estudiados
obtenidos a partir de los polimorfismos de RAPD mediante ¢l algoritmo UPMGA vy el coeficiente de similitud de
Simple Maiching. A’ la derecha se indican los aislamientos estudiados y los principales grupos identificados.

Figure 2. Grouping dendrogram according to the genetic similarity of the isolates of Fusarium studied derived from
polymorphic bands of the RAPD assays. The clustering analysis was conducted by UPGMA using the coefficient of
similarity for Simple Matching. On the right, the studied strains of Fusarium as well as the main genetic groups

detected are indicated.

Al someter datos de polimorfismos a un andlisis
de componentes principales (Figura 3), las rela-
ciones genéticas se mantuvieron. Los aislamien-
tos de F. oxysporum se presentaron como un
conjunto genéticamente heterogéneo, evidencian-
dose dos grupos. El grupo FomA fue genética-
mente mas homogéneo que el grupo FomB. Los
aislamientos F7 y F24, pertenecientes al grupo
FomB fueron genéticamente mas similares a
aislamientos de Fusarium no patogénicos a
melén, tal como el aislamiento de F. oxysporum
f. sp. dianthi, utilizado como un control en los
analisis de agrupamiento. Como era de esperar,
el aislamiento de F. moniliforme (Fm) utilizado
como control fuera de grupoy el identificado co-
mo F. subglutinans (F3) mostraron ser bastante
diferentes entre si y diferentes al resto de la
poblacién estudiada.

DISCUSION

F. oxysporum Schlechtend. Fs. es una de las
especies con mayor variabilidad dentro del género
Fusarium, lacual incluye poblaciones patogéni-
casy no patogénicas. Los aislamientos patogéni-
cos causan marchitez vascular con gran especi-
ficidad de huésped, lo que condujo a proponer el
concepto de forma especial (Snyder y Hanssen,
1940), informandose mas de 120 formas especia-
les de acuerdo a la reaccion especifica frente a
hospederos diferenciales (Amstrongy Amstrong,
1981). Para el caso de F. oxysporum f. sp. me-
lonis la identificacidn es bastante laboriosa, ya
que primero requiere observaciones microscopi-
cas para identificar la especie de F. oxysporum,
para luego realizar inoculaciones sobre hospede-
ros diferenciales que determinan reacciones pa-
togénicas especificas para confirmar la forma
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Figura 3. Representacion tridimensional del agrupamiento de los aislamientos de Fusarium estudiados mediante
analisis de componentes principales de los polimorfismos de RAPD. Se indican los principales grupos genéticos

observados.

Figure 3. Three-dimensional representation of the grouping of the studied Fusarium isolates based on an analysis of the
principal components of the polymorphic RAPD bands. The main genetic groups observed are indicated.

especial. Nuestros resultados claramente descri-
ben una inconsistenciaentre la identificacion ta-
xonémica, basada en morfologia, y la genética,
basada en analisis de ADN. Este tipo de discre-
pancias ha sido reportado para otros géneros
fungosos y especialmente para especies del
género Fusarium. Gran parte de este fenmeno
se ha atribuido a la variabilidad fenotipica que
presenta Fusariumen medios de cultivos (Nelson,
1991; Kistler, 1997; Gordon y Martyn, 1997).
Se ha intentado superar este problema mediante
laestandarizacion de las metodologias de labo-
ratorio, incorporando estructuras y criterios co-
munes en claves para la identificacion de las es-
pecies de este hongo. Sinembargo, existe consen-
soacerca de lanecesidad de disponer de sistemas
de identificacion mas objetivos, rapidosy aplica-
bles a un gran namero de muestras, como el ana-
lisis de ADN. Este tipo de metodologias se en-

cuentra bastante simplificado en la actualidad,
en cuanto a procesamiento e infraestructura, lo
que permitiria su uso en forma rutinaria
(MacLean et al, 1993; McDonald, 1997).

El grupo de F. oxysporum resulto ser genéti-
camente bastante heterogéneo. Un grupo (FomA)
presentd una alta homogeneidad genética, mien-
tras que otro (FomB) fue notoriamente divergente
del primeroy similar a aquellos aislamientos de
F. oxysporum no patogénicos amelon utilizados
como control. Las fuentes de variabilidad para
esta especie, que no desarrolla cruzamientos
sexualesen lanaturaleza, podrianestar asociadas
con acumulacién de mutaciones. Este fendmeno
podria estar facilitado por la presencia de trans-
posones y la transferencia genética via anasto-
mosis de hifas (Gordon y Martyn, 1997). En la
actualidad, y sobre la base de analisis fenotipicos
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y genéticos, se entiende que F. oxysporumf. sp.
melonis podria serun grupo genéticamente hete-
rogéneoy evolutivamente de origen polifilético
(Jacobson y Gordon, 1991; Gordon y Martyn,
1997; Kistler, 1997). Por el modo de reproduc-
cion que presenta F. oxysporum seria esperable
el establecimiento de lineas clonales (Gordon y
Martyn, 1997). Se ha demostrado que laraza 1/
VCGO0134de F. oxysporum f. sp. melonis se en-
cuentra ampliamente distribuida en el mundo.
Analisis moleculares basados en perfiles de ADN
mitocondrial y ribosomal nuclear indican que
tales aislamientos podrian corresponder a una
linea clonal (Gordon y Martyn, 1997). La gran
variabilidad genética encontrada en los aisla-
mientos de F. oxysporumf. sp. melonis chilenos,
colectados en una amplia regién geografica,
sugiere una situacion compleja. Probablemente
existan varias lineas clonales en el pais afectando
cultivos de melon. La determinacidn de razas'y
de grupos de compatibilidad vegetativa (Puhalla,
1985; Correl, 1991) en nuestros aislamientos de
F. oxysporumf. sp. melonis permitirian tener un
cuadro mas preciso.

El grupo Fs resultd ser genéticamente mas uni-
forme, presentando varias bandas potencialmente
utiles con fines de diagnostico e identificacion
(Figura 1). En cambio, F. oxysporum presento
una gran variabilidad genética lo cual dificulto
identificar bandas de ADN especificas que pu-
dieran utilizarse como un marcador molecular
con fines de identificacién, tal como se ha pro-
puesto para otras especies de Fusarium (Manulis
etal., 1994; Parry y Nicholson, 1996; Schilling
etal., 1996). Esta situacién podria ser superada
al evaluar un mayor numero de partidores en los
ensayos de RAPD, incrementando asi las proba-
bilidades de encontrar bandas susceptibles de
utilizar en la identificacion de dicha especie.
Otraalternativa paraidentificar molecularmente
F. oxysporum, seriarealizar ensayos especificos
analizando laregion ribosomal ITS1-5.8S-ITS2
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como blanco (White et al., 1990). Dicha region
ha sido empleada con éxito para identificar F.
graminerum (Schilling et al., 1996).

Las inconsistencias encontradas en este estudio
estarian confirmando las dificultades y limitacio-
nes que ofrece la identificacién taxonomica tra-
dicional. Nuestros resultados presentan la dis-
yuntiva si los aislamientos mal identificados
corresponden a F. semitectum o bien a F.
oxysporum f. sp. melonis. Si se tratara del pri-
mer caso, los resultados podrian interpretarse en
el sentido que dentro de la poblacion nacional de
F. oxysporum f. sp. melonis existirian tres sub-
poblaciones altamente divergentes entre si, que
corresponderian a los grupos identificados como
Fs, FomA y FomB (Figuras 2 y 3). Unasegunda
alternativa implicaria que aislamientos de F.
semitectum podrian ser patogénicas a melon. F.
semitectum suele ser aislado de ambientes tro-
picales y subtropicales (Nelson et al., 1983;
Windels, 1992), similares a algunas localidades
muestreadas en este estudio. Si bien se ha infor-
mado lacapacidad de F. semitectum de producir
pudriciones en frutos de melén (Waraitch y
Nandpuri, 1975; Prasad e al, 1988), afectar
otras cucurbitaceas (Elarosi et al., 1970; Sonoda
et al., 1993; McGovern, 1994) y otros cultivos
(Knightetal., 1977; Dhingray Muchovej, 1979;
Nalliy Balmas, 1997), no se ha descrito su capa-
cidad patogénica sobre plantas de meldn. Esto
hace mas evidente la necesidad de disponer de
mejores sistemas de identificacion para especies
del género Fusarium, al mismo tiempo que sugie-
rerealizar estudios para establecer la verdadera
relacion patogénicaentre F. semitectumy meldn.
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