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INTRODUCCION

PUDRICION BLANCA. Una de las enfermedades flingicas mas importan-
tes, extendidas y destructivas de las especies del género Allium es la
pudricion blanca. Esta se propaga de manera répida atacando plantas
en cualquier suelo donde los cultivos estén en periodo de crecimiento y
con igual magnitud en el desarrollo de la parte de la planta hospedera
durante la temporada fria, la cual conduce al desarrollo y reproduccion
del patdgeno Sclerotium cepivorum;23bajo estas condiciones, esta en-
fermedad se vuelve la mayor limitante en la produccion de los cultivos
de Allium.* Ala fecha no se ha reportado la existencia de especies del
género Allium resistentes a la infeccion por S. cepivorum.

Los sintomas iniciales que presenta la planta afectada por la pudri-
cion blanca se caracterizan por una clorosis, seguida por el marchita-
miento y caida de las hojas inferiores. Al arrancar una planta puede
observarse que la base de las hojas, el bulbo y las raices estan
necréticas y cubiertas por una pelusa blanca (micelio). También se
pueden observar pequefias manchas negras, debido a que el micelio
tiende a formar esclerocios (formas de resistencia y de reproduccion
asexual del hongo), cuyos cuerpos son pequefios, esféricos y de color
oscuro por la presencia de melanina.®
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Los esclerocios de S. cepivorum pueden sobrevivir por
mas de 20 afios en el suelo aun en la ausencia de la planta
huésped y pueden diseminarse de un campo a otro por
equipo contaminado o por el uso de semillas (dientes de ajo)
contaminadas con el patégeno. Su germinacion es estimula-
da a hajas temperaturas, tornandose dptima entre los 14-
18°C y terminando abruptamente alrededor de los 24°C.6

S. cepivorum es un hongo fitopatogeno clasificado como
un deuteromiceto ya que no se conoce su ciclo de vida sexual
ni si produce esporas funcionales; se ha sugerido que es un
ascomiceto ya que se ha reportado la formacion de microconi-
dias de 1.6 a 3.4 mm cuando se crece sobre agar agua.’

POLIMORFISMO DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS AL AZAR
(RaPD). El desarrollo de marcadores moleculares ha permiti-
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do una intensa investigacion y la caracterizacion genética en
hongos. La ventaja de los marcadores moleculares es que
permiten utilizar informacion sobre eventos naturales y muta-
ciones fenotipicamente neutrales dentro de las poblaciones.
La mayoria de las poblaciones tiene relativamente altas fre-
cuencias de polimorfismos debidos a pequefios cambios en
el DNA, gracias a mutaciones puntuales tales como sustitu-

TABLA 1. INICIADORES EMPLEADOS EN REACCIONES TIPO RAPD

INICIADOR SECUENCIA (5" -3")
OPA02 TGCCGAGCTG
OPA03 AGTCAGCCAC
OPA13 CAGCACCCAC
OPB10 CTGCTGGGAC
OPE14 TGCGGCTGAG
OPG02 GGCACTGAGG
OPG10 AGGGCCGTCT
OPHO3 AGACGTCCAC
OPH18 GAATCGGCCA
OPH19 CTGACCAGCC
OPJ20 AAGCGGCCTC

cion de bases, inserciones, deleciones y translocaciones.® La
tecnologia molecular ha permitido la deteccién de esos poli-
morfismos, con lo que se puede hacer una eficiente discrimi-
nacion entre individuos.**** Muchos hongos filamentosos
tienen pocos marcadores fenotipicos que pueden ser usados
para diferenciar entre individuos en una poblacién, esto limi-
ta el estudio sobre la biologia de poblaciones en estos orga-
nismos. Los marcadores fenotipicos han sido Utiles para
diferenciar ciertos grupos entre algunas especies, pero no
tienen suficiente resolucion para distinguir entre individuos
de una misma especie. La actual disposicion de marcadores
genéticos basados en diferencias en la secuencia de DNA ha
hecho posible y practico llevar a cabo estudios basicos de
poblacion y de biologia evolutiva en hongos.?

Williams y cols.t escribieron un ensayo de polimorfismos
de bNA de hongos en general, basado en la amplificacion al
azar de fragmentos de DNA con iniciadores de tamafio peque-
fio y de secuencia arbitraria. Dichos polimorfismos pueden ser
usados para construir mapas genéticos de gran variedad de
especies. Ellos sugieren que dichos polimorfismos sean lla-
mados marcadores de Polimorfismo de Fragmentos Amplifica-
dos al Azar: RAPD (del inglés: Random Amplified Polymorphic
DNA). La caracteristica “al azar” de RAPD se refiere al iniciador
cuya secuencia es arbitraria. En el RAPD, los iniciadores se
alinean a su secuencia complementaria a lo largo de todo el
genoma durante la reaccion y por ello se requieren bajas
temperaturas de alineacion, generalmente de 30 a 37°C. Los
RAPDS han sido empleados para diferenciar algunas cepas de
la misma especie en plantas, bacterias, animales y hongos.™

La variacion en la efectividad de las practicas de control
de la pudricién blanca puede estar asociada con la variabili-
dad genética de S. cepivorum®

Existen algunos antecedentes en torno a la variabilidad ge-
nética de S. cepivorum empleando la técnica de RAPD. Marquez-



TABLA 2. CLAVE, NOMBRE Y ORIGEN DE LOS AISLADOS
Y CEPAS EMPLEADOS EN ESTE ESTUDIO.

1 FD1 GTO 20 FD27 GTO 39 ACl AGS

2 FD2 GTO 21 FD28 GTO 40 AC2 AGS

3 FD4 GTO 22 FD31 GTO 41 AC6 AGS

4 FD5 GTO 23 FD32 GTO 42 AC8 AGS

5 FD6 GTO 24 FD34 GTO 43 FAZ1 ZAC

6 FD8 GTO 25 FD42 GTO 44 FAZ2 ZAC

7 FDI1GTO 26 MIA GTO 45 FAZ3 ZAC

8 FDI12GTO 27 M2A GTO 46 FAZ4 ZAC

9 FD14GTO 28 C2 GTO 47 FAZ5 ZAC

10 FD15 GTO 29 SC GTO 48 2FD30E Inglaterra

11 FD16 GTO 30 INIL AGS 49 MCG1 Canada

12 FD17 GTO 31 INI2 AGS 50 MCG2 Canada

13 FD18 GTO 32 INI4 AGS 51 MCG3 Canada

14 FDI9 GTO 33 INI5 AGS 52 MCG4 Canada

15 FD20 GTO 34 INI6 AGS 53 MCG5 Canada

16 FD21 GTO 35 INI7 AGS 54 MCG6 Canada

17 FD22 GTO 36 INIB AGS 55 Sclerotium rolfsii CINVESTAV

18 FD23 GTO 37 INI9  AGS 56 Rhizoctonia solani CINVESTAV

19 FD24 GTO 38 INI10 AGS 57 Botrytis cinerea CINVESTAV
58 Macrophomina

fhaseolina CINVESTAV

Lona,*? empleando 20 aislados de S. cepivorum provenientes de
Celaya, Gto. probd 200 iniciadores (Operon Technologies, Inc)
de los cuales propone 12 para realizar el analisis RAPD con este
fitopatdgeno (tablal). Asimismo, Pérez-Moreno™ en un total de
31 aislados de S. cepivorum, probd 30 iniciadores (BioSynthesis,
Inc.) y con cinco de ellos encontr amplificacion al realizar RAPDS.

MATERIALES Y METODOS

AISLADOS Y CEPAS EMPLEADOS. La lista de aislados y cepas que
fueron empleados en este estudio (tabla 2) puede dividirse de
la siguiente manera: 1) Cepas de referencia de S. cepivorum.
Seis cepas, cada una representando un Grupo de Compatibili-
dad Micelial (vcG) diferente (proporcionadas por la Dra. Linda
Kohn, de la Universidad de Toronto, Canada). Una cepa pro-
veniente de Inglaterra denominada 2FD30E (proporcionada
por Felipe Delgadillo del INIFAP-Celaya). 2) Aislados de S.
cepivorum. Se utilizaron 47 aislados mexicanos provenientes
de tres estados productores de ajo: 29 de Guanajuato, 13 de
Aguascalientes y 5 de Zacatecas. 3) Otros hongos. Se utiliza-
ron 4 cepas de hongos fitopatdgenos, los cuales son también
formadores de escleracios: Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia so-
lani, Botrytis cinerea'y Macrophomina phaseolina.

CULTIVO DE AISLADOS Y CEPAS EMPLEADOS. Se utilizaron
dos medios de cultivo; Agar Extracto de Malta (Bioxon) y
Papa Dextrosa Agar (Bioxon). Todos los cultivos de S. cepi-
vorumy de B. cinerea se incubaron a una temperatura entre

18 y 21 °C, mientras que cultivos de S. rolfsii, R. solaniy M.
phaseolina se incubaron a 28°C.

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL DNA. Se siguié el proce-
dimiento para extraer el DNA descrito por Flores-Martinez y
col.* La calidad del DNA se verificd mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1%. Para la cuantificacion se tomé una
alicuota de la suspension de DNA y se midid la densidad dptica
a 280 y 260 nm en un espectrofotémetro Beckman DU-600.
Con esta informacion, se ajusto la concentracion a 100 ng/uL
de DNA de cada muestra para su posterior utilizacion.

REACCIONES DE AMPLIFICACION TIPO RAPD. Para las reac-
ciones tipo RAPD se utilizaron los 12 iniciadores reportados
por Marquez-Lona?y que se muestran en la tabla 1. Las
condiciones de amplificacion fueron: un ciclo (3 min/ 95°C),
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cuarenta ciclos (1 min/95°C, 40 s/30°C, 2 min/72°C), un ciclo
(20 min/72°C), y un ciclo (10 min/ 6°C). Las reacciones se
llevaron a cabo en el termaciclador RoboCycler Gradient 40
de Stratagene. Estas condiciones siempre se mantuvieron
constantes durante todas las amplificaciones.

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS EN REACCIONES
DE AMPLIFICACION. Los productos de amplificacion se separa-
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FIGURA 1. RAPD con el iniciador OPH19. Electroforesis en gel de agarosa
1.4% tefiido con BrEt. M, marcador de tamafio molecular. Los nimeros de
los aislados se presentan en la Tabla 2. Los niimeros dentro de cada gel
indican las bandas analizadas.

ron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.4%
que contenian Bromuro de Etidio, para posteriormente visua-
lizar las bandas en un transiluminador de luz UV, la imagen
se grabd en un registrador de informacion Eagle eye Il de
Stratagene.

MATRIZ DE DISIMILITUD GENETICA Y DENDOGRAMA. Para ana-
lizar matematicamente los patrones de bandeo obtenidos
con los 12 iniciadores-RAPD utilizados y determinar la distan-
Cia genética entre cada par de aislados de S. cepivorum se
empled el coeficiente de disimilaridad de apareamiento sim-
ple utilizando la férmula para calcular la proporcién de ban-
das no compartidas (DAP) propuesta por Skroch y col.®

Con los coeficientes de disimilitud de apareamiento sim-
ple, se construyd una matriz de disimilitud genética. Ademas
se construy6 un dendograma usando el método de los pro-
medios no ponderados (UPGMA, del inglés: Unweighted Pair
Group Method using Aritmetic Averages).

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS CUALITATIVO DE LOS PATRONES DE BANDEO DE RAPDS.
Se realizaron los ensayos tipo RAPD empleando los 12 inicia-

M.
e 8 Mg
R L

FIGURA 2. Distribucién de los aislados en funcion de sus patrones géni-
cos. Dendograma construido usando el método de los promedios no pon-
derados (upGMa), empleando los coeficientes de apareamiento simple. La
escala mide el coeficiente de disimilitud.

dores descritos por Marquez-Lona.*? La figura 1 muestra el
patrén de bandeo obtenido con el iniciador OPH19 para
todos los aislados y cepas empleadas. Con todos los inicia-
dores se obtuvieron productos de amplificacién. En general,
no observamos muchas diferencias en el patron de bandeo
en los aislados y cepas de S. cepivorum con los iniciadores
probados, pero si fueron mas notorias las diferencias con
respecto al patrén de bandeo que presentaban los otros
hongos fitopatdgenos utilizados.

En el presente estudio, refiriéndonos a los patrones gé-
nicos obtenidos con cada iniciador con los aislados y cepas
de S. cepivorum, llamamos banda polimérfica a aquella ban-
da que esta presente en una frecuencia mayor al 1% y
menor al 100%. Por lo tanto una banda que esté presente en
todos los patrones génicos tendra una frecuencia del 200% y
es llamada banda no polimérfica.

Para el andlisis matematico realizado en el presente
estudio, s6lo se consideraron aquellas bandas que fueron
capaces de ser distinguibles como presentes o ausentes
dadas las condiciones propias de cada gel. Se tomaron como
idénticas las bandas que tuvieron el mismo tamafio, la inten-
sidad de las bandas no fue considerada un factor de polimor-
fismo. En la figura 1 se indica con un nimero las bandas
seleccionadas. No sabemos aln a qué se debe este incre-



TABLA 3. BANDAS POLIMORFICAS OBTENIDAS
CON CADA INICIADOR EN EL ANALISIS DE RAPDS.

INICIADOR  TOTAL DE BANDAS ~ BANDAS POLIMGRFICAS BANDAS NO POLIMORFICAS
OPA02 15 11 4
OPAO03 14 11 3
OPA13 10 7 3
OPB10 14 13 1
OPE14 10 9 1
OPG02 13 13 0
OPG10 7 6 1
OPHO3 11 8 3
OPH04 14 11 3
OPH18 15 13 2
OPH19 12 11 1
0PJ20 13 12 1
TOTAL 148(100%) 125 (84.5%) 23 (15.5%)

mento en la intensidad de las bandas, ni si tienen relacion
con alguna actividad fisiolégica de los aislados, pero es posi-
ble que realizando estudios fisioldgicos y bioquimicos se
pueda correlacionar la ausencia o presencia de una handa o
la mayor amplificacion de ésta, con alguna caracteristica
fisioldgica en estos aislados que lleve a obtener mas infor-
macion que permita controlar la pudricion blanca.

En la tabla 3 se anotd la cantidad de bandas analizadas
en los patrones génicos obtenidos con cada iniciador, asi
como cuéntas de ellas son bandas polimérficas y no polimér-
ficas; la cantidad de bandas consideradas con cada inicia-
dor-RAPD estuvo entre siete y quince. Aunque existe un alto
porcentaje de bandas polimorficas (84.5%), los patrones gé-
nicos de S. cepivorum encontrados con cada iniciador son
muy parecidos debido a que 66.7% de las bandas polimdrfi-
cas tienen una frecuencia superior al 51.9% .

ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS PATRONES DE BANDEO. El
andlisis de los patrones de bandeo obtenidos con los 12
iniciadores empleados es representado por una matriz de
disimilitud. Del andlisis estadistico de todos los coeficientes
de disimilaridad de apareamiento simple de los aislados y
cepas de S. cepivorum podemos concluir que la disimilitud
genética promedio entre la poblacion analizada de S. cepivo-
rum es de 9.4%, lo cual indica que el grado de variabilidad
genética en ella es poca y que este hongo fitopatégeno ha
llevado a un grado minimo su recombinacién genética. Exis-
ten estudios realizados en otros hongos que sirven como
referencia para comparar el grado de variabilidad genética
encontrada en este trabajo; en ellos, también se ha trabaja-
do con una poblacién de aislados de la misma especie y
realizado su analisis empleando la técnica de RAPD. En Scle-
rotinia homeocarpa se encontrd baja disimilaridad genética

TABLA 4. BANDAS PROPUESTAS COMO MARCADORES
MOLECULARES PARA IDENTIFICACION DE S. CEPIVORUM.

INICIADOR BANDAS TAMARO MOLECULAR (kpb)
OPA02 5,6,7,10 1.38, 1.28, 1.19, 0.89
OPAO03 2,4,6,7 2.79, 2.04, 147, 1.25
OPA13 4,9 1.88, 1.20

OPB10 3,4,5 211, 1.90, 1.82
OPE14 1,2 1.30, 1.13

OPG10 1 4.7

OPHO03 3,4,6,7,89
OPH04 2,3,7,11,12

2.1,1.82, 119,10, 0.88,0.7
2.21, 1.89, 0.95, 0.66, 0.55

OPH18 3,7,9 2.73, 1.32, 0.81
OPH19 4 2.14
OPJ20 6,12 1.12,0.35

(< 20%). En Beauveria brongniarti la disimilaridad genética
encontrada fue menor del 12%.Y

Para visualizar mejor la relacidn que existe entre los
coeficientes de disimilitud genética contenidos en la matriz,
se construyé un dendograma empleando el método UPGMA
(método de los promedios no ponderados). En el dendogra-
ma se puede ver que la variabilidad existente entre la ma-
yorfa de los aislados es baja (figura 2). Ademas puede
observarse codmo los otros hongos fitopatdgenos analiza-
dos tienen un grado mucho mayor de disimilitud respecto a
la poblacion de aislados de S. cepivorum, es decir, el andli-
sis tipo RAPD logra diferenciar a aislados de S. cepivorum
de los que no lo son. Un anélisis mas fino del dendograma
de la figura 2 permite descubrir que los aislados de S.
cepivorum se agrupan en su mayoria de acuerdo al estado
de donde provienen. La mayoria de los aislados y cepas se
distribuyen en dos grandes ramas. Basicamente, en una
rama se agrupan los aislados “IN" (de Aguascalientes) y
“FAZ" (de Zacatecas) y en la otra rama, los aislados de
Guanajuato y los “ac” (de Aguascalientes).

Dada la poca variabilidad genética que tiene la poblacion
de S. cepivorum analizada en este trabajo, puede suponerse
gue un mismo método de control debe tener similar efectivi-
dad en suelos de cultivo de distintas zonas agricolas con
similar densidad de esclerocios viables. Quiza las variaciones
en la efectividad de las practicas de control de la pudricion
blanca son debidas a otros factores tales como las condicio-
nes climaticas propias de cada region, diferentes tipos de
suelo seglin su composicion quimica y/o microbiolégica, dife-
rencias en la implementacion del método de control, etcétera.
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Se analizd si en los aislados de Guanajuato habia algu-
na correlacion entre su agrupamiento y el municipio de pro-
cedencia, observandose que no hay ninguna correlacion al
respecto. Es probable que el intercambio anual de ajo que
realizan los campesinos guanajuatenses provoguen un inter-
cambio intenso de aislados de S. cepivorum.

Asi pues, aqui se reporta que los aislados mexicanos de
S. cepivorum logran discernirse mediante analisis RAPD se-
gun la entidad federativa de donde provienen. Aunque a la
fecha desconocemos cual es la presion selectiva que provo-
ca dicha separacion.

BANDAS PROPUESTAS COMO MARCADORES MOLECULARES PARA LA
IDENTIFICACION DE S. CEPIVORUM. Como Se menciond anterior-
mente, los patrones génicos obtenidos entre S. cepivorumy las
cepas control (S. rolfsii, R. solani, B. cinerea’y M. phaseolina)
son distintos entre si, lo cual hace factible identificar bandas
que se amplifican selectivamente en aislados de S. cepivorumy
emplearlas para identificar muestras que presumiblemente sean
de este hongo. Se seleccionaron aquellas bandas que tuvieran
una frecuencia superior al 90%, que fueran nitidas dentro del
patrén génico y que se les pudiera determinar su tamafio mole-
cular. De las bandas exclusivas de S. cepivorum se proponen

33 bandas que cumplen los criterios antes mencionados y que
podrian ser empleadas como marcadores moleculares para
identificar a este organismo (tabla 4).

CONCLUSIONES

Tanto los aislados como las cepas de referencia de S. cepi-
vorum mostraron patrones similares de morfologia colonial y
morfologia de los esclerocios.

Todos los iniciadores probados dan bandas de amplifica-
cion. Se lograron condiciones de reproducibilidad en los
RAPDS realizados. El 84.5% de las bandas analizadas son poli-
morficas. El analisis RAPD logra discemir claramente a los aisla-
dos de S. cepivorum de los otros hongos fitopatégenos
empleados. Esto apoya la conclusion de que todos los aislados
son S. cepivorum. Con los iniciadores empleados, los aislados
y cepas de S. cepivorum dan un patrn similar entre si, pero
muy diferente al que mostraron los otros hongos fitopatdgenos
utiizados. La disimilitud genética promedio entre los aislados
de S. cepivorum es de 9.4%. Ello implica que la recombinacion
genética en los aislados de este fitopatdgeno es poca. El den-
dograma, de manera general, agrupa a los aislados segin la
entidad federativa de donde provienen, pero no se logra agru-
par a los aislados guanajuatenses segtin el municipio de origen.
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