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RESUMEN

Se estableci6 una coleccion de 45 aislamientos de Sphaerotheca pannosa
var. rosae a partir de plantas de rosa afectadas con mildeo polvoso,
enfermedad causada por este patdgeno. Para efectos de este estudio, se
hizo una evaluacion molecular previa mediante RAPD a todos los

representativos de la variabilidad presente en S. pannosa, los cuales
provenian de fincas de floricultores, ubicadas en cinco municipios de la
Sabana de Bogotd. Se desarrollé una metodologia practica para la
conservacion en capsulas de gelatina, de este patdgeno obligado, lo que
permitié tener fuente de indculo permanente para los analisis patoldgicos
y moleculares que se realizaron. Los estudios de patogenicidad en los
cultivares Aalsmeer Gold, Charlotte, Classy, Konfetti, Livia y Tineke
demostraron que en este uiltimo no habia esporulacién del aislamiento
Sp6, pero este aislamiento si causé enfermedad en los otros cultivares.
Por su parte, el resto de éislamientos, esporularon en todos los cultivares,
lo que sugiere la presencia de al menos dos patotipos en la poblacién
analizada lo que sugiere una interaccién patégeno-hospedante. Mediante
PCR se amplifico la regién del Espacio Interno Trascrito (ITS) del gen
588 del ADN ribosomal y se obtuvo una banda homogénea y
reproducible de un peso molecular de 295 pb. El producto amplificado
fue digerido con enzimas de restriccion, las cuales mostraron un patrén
de bandas igual para todos los aislamientos con cada enzima, lo que
indica que todos los aislamientos corresponden a ‘una sola especie. Se
pudieron detectar polimorfismos intraespecificos con 11 cebadores
RAPD y un cebador microsatélitt RAMS, los cuales permitieron " la

Dice), estableciéndose que existe variacién genética dentro de la especie.
La alta correlacion (+0,89) entre origen y variacién genética y entre esta y
la variacién patogénica (+0,63), sugiere que existen diferencias en el
ambiente y/o en el manejo de la enfermedad entre fincas, como también
en los cultivares de rosa utilizados en cada finca.
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especializacién patogénica, patotipos, variacion genética

aislamientos y se seleccionaron 16 aislamientos contrastantes, como |

identificacién de tres grupos genéticos a un 60% de similitud (indice de |

SUMMARY

A collection of 45 isolates of Sphaerotheca pannosa var. rosae was
established from rose plants infected with powdery mildew, one of the
diseases caused by this pathogen. After a: preliminary molecular
screening using RAPD, 16 isolates, collected in floricultural enter-
prises located in five municipalities of the savannas of Bogota, Co-
lombia, were selected as representative of the variability present in §.
pannosa. A practical methodology to conserve this obligated pathogen
was developed using gelatin capsules, thus providing a permanent
source of inoculum for pathological and molecular analyses. Patho-
genicity studies conducted with rose cultivars Aalsmeer Gold, Char-
lotte, Classy, Konfetti, Livia, and Tineke showeg that isolate Spé6 did
not sporulate in cultivar Tineke, although this isolate affected all other
cultivars. The other isolates sporulated on all cultivars, suggesting the
presence of at least two pathotypes in the target population. A patho-
gen-host plant interaction therefore exists. The Internal Transcribed
Space (ITS) of the 5.8S gene of ribosomal DNA was amplified using
PCR, and a homogeneous and reproducible band, with a molecular
weight of 295 bp, was obtained. The amplified product was digested
with restriction enzymes that showed a similar band pattern for all
isolates, irdicating that the isolates belonged to the same species.
Intraspecific polymorphisms were detected with 11 RAPD primers
and a RAMS microsatellite primer. Three genetic groups, with 60%
similarity (Dice index), were detected, indicating intraspecific genetic
diversity. The high correlation (+0.89) between origin and genetic
diversity, and between this and pathogenic variation (+0.63), suggests
that differences exist in environment conditions and/or disease man-

“agement among farms or in rose cultivars used.

Keywords: rose, powdery mildew, Sphaerotheca pannosa var. ro&ae,‘
pathogen specificity, pathotypes, and genetic variation

INTRODUCCION

Una de las enfermedades que m4s limitan la
produccién de rosas en Colombia es la que se
conoce como mildeo polvoso, enfermedad
causada por el hongo Sphaerotheca pannosa
(Wallr. Fr) Lév. var. rosae Woronichin. Este
hongo pertenece a la clase Ascomicetos,
subclase Himenomicetos, y al orden Erisifales
(Alexopoulus 1962).

La enfermedad fue descrita por primera vez
en 1819 por Wallroth como Sphaerotheca
pannosa (Wallr. Fr) Lév (Braun 1995). Esta
enfermedad estd ampliamente diseminada en
los cultivos de rosas y afecta la calidad estética
de la Rosa spp. en el invernadero, lo que
ocasiona pérdidas econdmicas graves al

momento de la exportacién. Tradicionalmente
se ha controlado con fungicidas comerciales; de
ellos-los mas comunes son los sulfatos o los
inhibidores de la biosintesis de esterol
(Schepers 1985). En ofros paises se ha
observado :que aislamientos de S pannosa
resistentes a los fungicidas pueden sobrevivir
durante varios afios en el campo; por eso, el
riesgo de aumnentar una poblacidn resistente
haciendo aplicaciones continuas de fungicidas,
s muy alto (Reuveni et al.1996).

Otros autores reportan. algunos métodos
parciales de control de la enfermedad como son
el uso diario y abundante de agua, que inhibe el
crecimiento de las conidias, haciendo que la
eficiencia de 1la enfermedad disminuya
(Yarwood 1939; Perera y Wheeler 1975).
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También se han utilizado, como estrategias de
control parcial de la enfermedad, el uso de
detergentes tales como Tween 80 y Zohar LQ-
215 que han mostrado éfectos inhibitorios, asi
como una gran variedad de aceites (Cohen et
al. 1996; Horst et al. 1992; Ohtsuka y
Nakazawa 1991). Al igual que el agua, los
detergentes y aceites controlan la enfermedad
cuando se aplican permanentemente al cultivo.
La necesidad de desarrollar métodos
alternativos para el control de enfermedades en

los cultivos de flores se hizo mas apremiante .

por dos razones: una la exigencia continua de
diversos sectores sociales para que se redujeran
los niveles de pesticidas en el agua de drenaje
de los invernaderos, y ' por otro lado los
requerimientos de los floricultores en cuanto a




la disponibilidad de variedades resistentes a la
enfermedad que sean comercialmente
aceptadas. ’

Para contribuir a la solucién de “estos
problemas se debe conocer genéticamente el
comportamiento del patégeno causante de la
enfermedad, aplicando como herramientas
utiles para este proposito las metodologias
patolégicas, moleculares y estadisticas
disponibles. Con ellas se puede hacer una
caracterizacidn completa en aislamientos
seleccionados
variabilidad genética que pueda existir en la
especie S. pannosa. Se tienen en cuenta, para la
seleccion y coleccion de estos aislamientos,
variables naturales como diferencias en origen
geografico, lesiones encontradas en diferentes
sitios de’ la planta, y distintos grados de
severidad en el ataque producido por el
patégeno.

La caracterizacion patogénica y molecular
permite desarrollar informacion basica, acerca
de la composicion genética del patogeno, asi
como las estrategias de sobre vivencia que haya
podido desarrollar para mantener  la
enfermedad en el cultivo de rosas a través del
tiempo.

Con estos conocimientos previos es posible
generar criterios que ayuden, de manera eficaz
y en poco tiempo, a la toma de decisiones de
manejo, acertadas y duraderas para el cultivo
de rosas; y que beneficien tanto al medio
ambiente en que se cultiva la rosa, como a los
floricultores y a los productores de rosas en
Colombia.

A diferencia de la mayoria de estudios
hechos con otros - microorganismos no
obligados que causan enférmedades en cultivos
vegetales, S. pannosa es un patégeno obligado,
que no permite mantenerlo en medio de cultivo
in vitro en laboratorio; sino’ que Unicamente se
puede mantener in vivo en el tejido vegetal; de
la misma manera para el manejo de las técnicas
moleculares en este tipo de hongos, surge como
una limitante, la carencia de métodos de
extraccion y  amplificacion de ADN
desarrollados para este tipo de patogenos. En
ambos casos se debieron adoptar estrategias y
mecanismos de trabajo muy diferentes a los
tradicionalmente conocidos y convertirlos en
metodologias confiables, practicas y repetibles
que podran utilizarse eficazmente en estudios
relacionados de caracterizacién patolégica y
molecular en microorganismos obligados.

El objetivo principal de este estudio fue
identificar la variabilidad genética y patogénica
en aislamientos de S. pannosa var. rosae
representativos de las fincas con alta
produccién de rosas en la Sabana de Bogota, en
Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién y - mantenimiento de los
aislamientos ,

Se colectaron hojas de plantas de rosa
afectadas por mildeo polvoso, en Mayo y
Diciembre de 1999. Los aislamientos fueron
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y representativos de la

~ crecimiento,

' obtenidos de los cultivares’ Aalsmeer Gold,
_ Charlotte, Classy, Konfgtti, Livia y Tineke.,; -

provenientes de fincas ‘ubicadas en cinco

‘municipios del-departamenito de Cundinarnarca,

Colombia a saber: Madrid, Suesca,
Gachancipa, Cota y Zipaquird (Figura 1 -a).
Para el mantenimiento de las hojas que tenian
sintomas de la enfermedad se utilizé el
método descrito por Verhaar; 1988, con las
modificaciones descritas a continuacién: los
foliolos infectados se colocaron en frascos

pequefios de vidrio que contenian 15 mL de

sacarosa en soluciéon a concentraciones de
2,0; 1,5; 1,0; 0,5; 0,1; 0,02; 0,01; 0,005;
0,001 y 0,000 gr/L. Las soluciones de
sacarosa se prepararon con agua destilada
estéril y se envasaron en los recipientes en
donde se habian colocado los foliolos,
asegurando el peciolo a la boca del frasco con
papel “parafilm M”. En seguida los
recipientes con las muestras de hojas se
colocaron dentro de una gradilla plastica en
un cuarto de crecimiento equipado con 10

" lamparas de una intensidad de 5.000 Lux

cada una, las cuales se mantuvieron
encendidas por 12 horas diarias durante el
tiempo del estudio. La temperatura del
cuarto oscilo entre 20 - 24°Cenel diay 14 -
18°C durante la noche, y la humedad relativa
se mantuvo al 100% todo el tiempo.

Incremento del inéculo

Para incrementar €l indculo del patégeno se
tomaron plantas de rosa sanas una de cada
cultivar y se inoculd cada una con un
determinado aislamiento en un cuarto de
utilizando  las
condiciones de luz, temperatura'y humedad
relativa descritas anteriormente. Las conidias
producidas en las plantas se recolectaron
mediante un colector de esporas y se
utilizaron para dos propdsitos: para la
conservacion en capsulas de gelatina dentro
de 1a coleccion de S. pannosa establecida, y
para hacer la extraccién de ADN para el
analisis molecular.

Propagacion de las plantas de rosa

La multiplicacién de las plantas de rosa se hizo
en los invernaderos de! CIAT, en Palmira Valle
del Cauca, Colombia.

Las plantas de los- diferentes cultivares
fueron obtenidas mediante enraizamiento de
esquejes. Se cortaron trozos de aproximada-
mente 10 cm de longitud con dos yemas, supe-
rior e inferior, y se sembraron en bandejas
colocadas en una cdmara plastica ubicada
dentro de un invernadero. Se utilizd una mez-
cla de arena y suelo en proporcién 3:1 como
medio de soporte, y el enraizamiento de ‘los
esquejes se logré haciendo aspersion suave y
permanente de agua. Pasado un mes, aproxi-
madamente; se-obtuvieron plantulas con raices
bien formadas .que s¢ transplantaron a materos
para que crecieran en una casa de malla. A
estas'plantas se les hicieron aplicaciones perié-
dicas preventivas de Omite (propargite), Siste-
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mismas

min (dimethoato) y fertilizante 15-15-15 (N-P-
K.

1 i

‘Métodos de inoculacién

Se probaron diferentes métodos de inocula-
cion reportados en la literatura para patoge-
nos obligados. La aspersién de conidias con
circulacién de aire, tomado-de Reifschneider
y. Boiteux (1988), con algunas modificacio-
nes, fue el método mas eficiente en el estudio
de patogenicidad. Esta aspersion se hizo
utilizando un' difusor de conidias accionado
por un ventilador con un cilindro plastico y
una rejilla metdlica en la salida del aire,
donde se colocan las muestras de hojas afec-
tadas por mildeo polvoso. El ventilador

forma un flujo de aire constante que transpor- -

ta las conidias hacia las hojas de las plantas

‘que se desea inocular, proceso que se repite

por tres minutos para cada aislamiento. Para
obtener buena cantidad de conidias se utiliz6 un
colector fabricado para este propésito y cedido
para este estudio por el Dr. M. Levi de la Uni-
versidad de Purdue (West Lafayette, IN). Este
colector esta compuesto de un tubo metélico
con tres orificios: el primero permite la entrada
de las conidias, el segundo va conectado a una
bomba de vacio y el tercero permite la salida de
las conidias. Tiene adem4s una cdmara donde
se acumulan las conidias, las cuales se transfie-
ren después cépsulas de gelatina estérilés para
su almacenamiento (Figura 1b). Los aislamien-
tos se conservan en estas capsulas a 4°C para
posteriores estudios .

Prucbas de patogenicidad ‘

Para los estudios de patogenicidad se utilizaron
16 aislamientos de S. pannosa, representativos
de cada finca y se inocularon los siguientes
cultivares de rosa: Aalsmeer Gold, Charlotte,
Classy, Konfetti, Livia y Tineke. Se inoculd

~ ademas un cultivar de rosa comin obtenido en

Palmira, sin clasificacién conocida, como
control local. La multiplicacién de las plantas
de rosa, el método de inoculacion y las condi-
ciones de incubacién fueron descritas anterior-
mente, »

La patogenicidad se evalud semanalmente
mediante el recuento del niimero de colonias de

S. pannosa var. rosae en las tres primeras hojas -

verdaderas de cada planta inoculada. Se regis-

tré también la presencia del hongo en botones

florales y tallos. Se hicieron ‘en total cuatro
evaluaciones en los dias 7, 14, 21 y 28 después
de la inoculacién., Para cada aislamiento se
calcul6 el 4rea bajo la curva de progreso de la
enfermedad (ABCPE). Se analizaron los datos
obtenidos por agrupamiento, usando la técnica
de Ward basada en la varianza minima.

Caracterizacion molecular

Extraccién de ADN: Para extraer ADN de
buena calidad y en cantidades facilmente am-
plificables ' requeridas - para -caracterizar cada
aislamiento "con técnicas moleculares, fue
necesario hacer una evaluacién de cuatro méto-
dos utilizados para distintas clases de patdge-
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Figura 1. a Sitios de recoleccion de aislamientos de S. pannosa, en la Sabana de Bogota b Colector de esporas accionado con vacio ¢ Variedad tineke, una de las
variedades menos susceptibles al ataque de S. pannosa d Variedad Aaslmeer gold, muy suceptible al ataque de S .pannosa.

nos en otros estudios:
¢ El descrito por Walsh et al. (1991) con
algunas modificaciones hechas en el presente
trabajo. Este método utiliza una resina
conocida como Chelex® 100 especial para
extraer ADN. de muestras muy pequefias.
Durante el proceso, con la ayuda de un
estereoscopio; se tomo una pequefia cantidad
de las conidias de cada aislamiento
previamente almacenadas en capsulas de
gelatina, y se depositaron dentro de un tubo de
Eppendorfde 1,5 ml. Para cada aislamiento se
tomd aproximadamente la misma cantidad de
conidias. A cada muestra se le agregd la
resina Chelex” 100 al 5% y la suspension se
agitd vigorosamente en un mezclador (Vortex
Genie) durante 5 segundos. Las muestras se
incubaron luego a 56°C durante dos horas y se
agitaron  nuevamente en el mezclador
durante cinco segundos. Los tubos se
colocaron en un bafio marfa a 98°C durante
ocho minutos. De nuevo se agitaron durante
cinco segundos en el mezclador y se
centrifugaron a 15,000 r.p.m. durante cinco
minutos. De la fase sobrenadante se recuper6
el ADN el cual se transfirié a otro tubo para
hacer laamplificacion.

¢ Elsegundo método de extraccion consistio
en el raspado de conidias al estereoscopio,
utilizando un alfiler entomologico de 0,01
mm de grosor; se desprendieron
cuidadosamente las conidias que estaban
cubriendo el tejido vegetal, colocindolas
dentro de un tubo para PCR de 0,25 pl con la
mezcla de reaccion. Luego se llevaron a un
termociclador programable para su
amplificacion.

e En el tercer método se recolectaron las
conidias utilizando la punta plastica de la
pipeta. Esta punta se humedecié con la
mezcla de reaccidén y se froté suavemente
sobre la superficie del tejido vegetal afectado,
luego se colocaron dentro de un tubo de 0,25
ply se agitd toda la mezcla con la pipeta para
lareacciéon de PCR.

¢ El cuarto método utilizo el protocolo de
Maller et al. (1992) modificado por Bardin et
al. (1997). Las hojas de rosa colonizadas por
el hongo se maceraron con nitrégeno liquido
o arena de mar; la extraccion de ADN se hizo
utilizando 400 ul de tampoén de lisis TES por
muestra (100 mM Tris HCL, pH 7.5; 2 mM
EDTA; sulfato dodecyl de sodio -SDS- al 2%,
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p/v). Se hizo un lavado del micelio macerado
y las conidias con CHCl,/alcohol isoamilico
(24:1, v/v). La precipitacién del ADN se hizo
en un volumen de isopropanol al 100%. Una
vez seco el precipitado, se resuspendio en 25
ul de TE (10 mM Tris-HC], pH 8,0; 0.1 mM
EDTA). El ADN se cuantific6 en un
fluorémetro (Hoefer DyNA Quant 200) y
simultdneamente se observo la calidad del
ADN en un gel de agarosa de 1% (p/v)
colocado en un tampdn TBE 0,5X (0.04 mM
Tris-HCI, 0,008 M acetato de sodio y 0,001
mM EDTA) durante una hora. El gel se tifid
con bromuro de etidio a una concentracién de
100 pg/ml. E1 ADN extraido se coloco en un
termociclador para su amplificacion.

Amplificacién del ADN utilizando PCR.
Lareaccidénparalaamplificacionde ADNr
mediante PCR se hizo en un volumen final
de 25 ul; que contenia 0,25 mM de cada
nucledtido (dATP, dCTP, dGTP y dTTP)
con 25 mM de MgCl,; 15 mM de cada
cebador (ITS1 e ITS2) para PCR 2,5 pul de
tampoén 10x para la enzima Tagqg
polimerasa, todo diluidoenaguadestilada
estéril. La amplificacion se llevo a
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cabo en un termociclador PTC-100 (MJ Re-
search, Inc., Watertown, MA) utilizando el
siguiente perfil térmico:

e una denaturacién preliminar a 94°C durante
1 minuto;

e una denaturacién de 30 segundos a 94°C;

un apareamiento de 30 segundos a 55°C;

una extension de 1 minuto a 72°C;

45 ciclos desde el paso 2 hasta el paso 4;

una extension final de 8 minutos a 72°C.

¢ Los productos amplificados se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1,5%
(p/v) en tampon TBE 0,5 X durante 5 horas a
70 V. En cada gel se incluy6 un marcador con
un peso molecular conocido (100 pb) de
GIBCO-BRL.. Los geles se tifieron con bromu-
ro de etidio 10 mg/mL y luego se fotografiaron
bajo luz ultravioleta utilizando un analizador de
imdgenes Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla,
CA).

Restriccién de los fragmentos amplificados
Para la restriccion del producto amplificado
(ITS-RFLP) se probaron seis enzimas de res-
triccion: Cfol, Alul, Mspl, Hindl, Dral y Hfol.
Una muestra de 15 pL del producto amplifica-
do de la reaccion de PCR fue digerida con una
mezcla de reaccién de 1 uL de enzima de
restriccion y 2 pL de tampdon 10X para la
enzima. La suspension se incubo durante 16
horas a una temperatura promedio de 37°C; a
cada muestra se le agregaron 3 pL de tampdn
de carga para electroforesis y las muestras se
colocaron luego en un gel de agarosa a una
concentracién de 1,5% diluida en tampdn 0,5X
TBE, afiadiendo a la mezcla 10 mg/mL de
bromuro de etidio. Después de la polimeriza-
cion del gel, las muestras se sometieron a
electroforesis durante 5 horas a 70 V constan-
tes. Para cada gel se colocd un marcador de
peso molecular 100pb de GIBCO-BRL.

Amplificacién con RAPD y RAMS. La meto-
dologia utilizada en la técnica polimorfismos
del ADN amplificados aleatoriamente (RAPD),
es idéntica a la descrita para PCR, donde en
lugar de utilizar cebadores ITS se utilizaron 28
deca-cebadores que amplificaron al azar frag-
mentos del genoma de las muestras de S. pan-
nosa. También se prob6 un cebador tipo micro-
satélite denominado ACA disefiado y utilizado
para estudiar diversidad genética en microor-
ganismos, conocido como microsatélite RAMS
(Hantula et al. 1996; Luster et al. 1999). El
perfil térmico utilizado en ambos casos fue:
e una denaturacién inicial de 95°C durante 3
minutos;
‘e una alineacion de 57°C durante 30 segundos;
* una extensién de 72°C durante 2 minutos;
e una denaturacién a 95°C durante 30 segun-
dos;
.44 ciclos desde el paso 2 hasta el paso 4,
o una alineacidn a 50°C durante 30 segundos;
e una extensién final de 72°C durante 10
minutos.

- Los patrones electroforéticos de los frag-
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mentos de ADN visualizados como bandas,
fueron cuantificados utilizando como criterio la
presencia o ausencia de bandas, asignando un
valor de uno para la presencia y de cero para la
ausencia.. Las bandas registradas para elaborar
la matriz de similaridad, fueron tomadas del
rango entre 100 y 1500 p b. Para estimar la
relacion genética que existe entre los aislamien-
tos, se construyé un arbol filogenético em-
pleando el método de ligamiento promedio
(UPGMA) con las opciones SAHN y TREE
del paquete estadistico NTSYS-pc 2.01 (F. J.
Rohlf, Exeter Software, Nueva York).

RESULTADOS Y DISCUSION

Recoleccion y mantenimiento de los aisla-
mientos

Mediante la metodologia utilizada para la
conservacion de las muestras provenientes de
rosas colombianas infectadas con S. pannosa
var. rosae en recipientes de vidrio con solucion

temente las conidias perdieron viabilidad.

Esta metodologia posibilité ¢l estableci-
miento de una coleccién de S. pannosa donde
las conidias de cada aislamiento son conserva-
das dentro de capsulas de gelatina a 4°C por
tres meses, después de los cuales cada aisla-
miento se renovo para mantener siempre viable
la coleccion y disponible para su utilizacion en
los estudios requeridos.

Incremento del inéculo

Los aislamientos obtenidos (Tabla 1) fueron
identificados como S. pannosa var. rosae bajo
microscopia de luz. Todos reprodujeron los

. sintomas en las hojas y tallos de las plantas

inoculadas. Los aislamientos Spl, Sp3, Sp8 y
Sp10 afectaron también el botén floral de la
planta. Se observé que las hojas jovenes y en
proceso de alargamiento, fueron las mas
afectadas. En los experimentos realizados en
CIAT (Palmira) no se observo la formacion
de estructuras reproductivas o cleistotecios.

Tabla 1. Origen de los aislamientos de Sphaerotheca pannosa var. rosae utilizados en el estudio, |
hongo causante de la enfermedad mildeo polvoso.

Aislamiento Cultivar de rosa ergen’ —

Finca Municipio

Spl Livia Rosas Colombianas Madrid
Sp2 Tineke Rosas Colombianas Madrid
Sp3 Aalsmeer Gold Rosas Colombianas Madrid
Sp4 Classy Rosas Colombianas Madrid
SpS Konfetti Rosas Colombianas Madrid
Sp6 Charlotte El Tandil Zipaquira
Sp7 Aalsmeer Gold El Tandil Zipaquira
Sp8 Livia El Tandil Zipaquira
Sp9 Aalsmeer Gold El Pino Cota
Spl0 Konfetti El Pino Cota
Spl1 Classy El Pino Cota
Spl2 Aalsmeer Gold El Aljibe Suesca
Sp13 Livia El Aljibe Suesca
Spi4 Konfetti El Aljibe Suesca
Sp1s Tineke El Aljibe Suesca
Spl6 Charlotte El Ciprés Gachancipé

* En el departamento de Cundinamarca

de sacarosa, reportada en Los Paises Bajos por
Verhaar (1998). Con las modificaciones hechas
en el presente estudio y descritas anteriormente,
se comprobé que el método desarrollado fun-
ciona en forma eficiente y ademas es reprodu-
cible, lograndose adaptar a las condiciones del
tropico. Las modificaciones consistentes en
utilizar un rango mas amplio de concentracio-
nes de sacarosa que el estipulado por Verhaar
(1988) facilitaron el mantenimiento de S. pan-
nosa en forma activa. Los foliolos de rosa
permanecieron vivos y vigorosos mientras que
el hongo se mantuvo esporulando por un
periodo hasta de tres semanas.

La eficiencia méxima del método se obser-
vo utilizando el rango entre 0,0% y 0,02% de
solucién de sacarosa y fue optima la concentra-
ciéon de 0,01% de sacarosa manteniendo el
inéculo vivo y creciendo sobre los foliolos
durante tres semanas;, se conservé el color
verde tipico en las hojas de rosa. En el rango
entre 0,1% y 2,0% se observé amarillamiento
del tejido vegetal antes de las dos semanas,
afectando el crecimiento del hongo consecuen-
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Las esporas se almacenaron en cépsulas
de gelatina a 4°C en la coleccion de S. panno-
sa ; se pudo comprobar que los aislamientos
almacenados a 4°C por un periodo de tres
meses, se mantuvieron viables pues infectan-
do el tejido vegetal en el cuarto de crecimien-
to.

Propagacion de las plantas de rosa

Con el método desarrollado en los invernade-
ros del programa de Fitopatologia de Yuca en
CIAT, en Palmira, Vaile del Cauca, se obtuvo
enraizamiento rapido de esquejes para la
produccion de plantulas de rosa en todos los
cultivares enviados desde las fincas de flori-

cultores de la sabana de Bogota. En un perio- .

do entre 3 y 4 semanas, se pudieron obtener
esquejes enraizados y posteriormente plantu-
las de rosa como material limpio para inves-
tigacién. Este sistema de propagacién répida
de esquejes de rosa, tratados con fungicida
antes de la siembra, permitié producir en
cuatro semanas material vegetal limpio para
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. Llos experimentos € inoculaciones programa-

! das.

; | Métodos de inoculacién
-+ La aspersion de conidias mediante el flujo

constante de aire con un ventilador, permitié
. obtener inoculaciones uniformes en los diferen-
tes experimentos realizados. Los sintomas de la
enfermedad obtenidos con este método, fueron
el encrespamiento de las hojas y secamiento de
los foliolos. El hongo colonizd, ademas de la
parte foliar, los tallos y los botones florales de
-la planta. En las plantas afectadas por la enfer-
medad se observo una suspension de su creci-
miento normal. Se pudieron apreciar diferen-
cias entre aislamientos respecto a la infeccién
de los botones florales, lo cual indica que hay
especializacion en el patogeno para infectar
determinado tejido.

La incidencia de los aislamientos en los
cultivares Livia y Konfetti, oscila entre 6 y 93
colonias por planta, después de hacer las eva-
luaciones programadas. Se registré un prome-
dio de 28 foliolos afectados por planta, lo que
indica que el indéculo es infectivo y las condi-
ciones de infeccion fueron Optimas. Los culti-
vares Classy y el cultivar local identificado,
procedente de Palmira, presentaron los menores
promedios de .colonias por planta (Figura Lc).
Mientras que los cultivares Konfetti y Aals-
meer Gold fueron los mas susceptibles al
ataque de S. pannosa, con inoculaciones artifi-
ciales (Figura 1d). Mostrando que existe algin
tipo de resistencia genética al patégeno.

& Diversos métodos de inoculacion se desa-
rrollaron en el pasado para reproducir sintomas
déMildeo Polvoso en Rosa; la mayoria de ellos
utilizan una gran cantidad de indculo y se
deben hacer por largo tiempo. Se pudo observar
que para reproducir sintomas de mildeo polvo-
so de manera artificial y en nuestras condicio
nes, el método mas eficiente es la aspersién de
cogidias jovenes con circulacion permanente de
aire, simulando las condiciones naturales en
que ocurre la infecci6n; y se hizo de una mane-
ra mas practica que la torre de inoculacion
utilizada por Reifschneider y Boiteux en 1988,
que era operada con vacio. Este método tiene
como ventaja que no necesita gran cantidad de
inéculo, pues utiliza un equipo manual de muy
bajo costo, que distribuye el indculo de manera
uniforme sobre las plantas de rosa, en condi-
ciones controladas de luz, humedad relativa y
temperatura.

Pruebas de patogenicidad

Una vez establecidas todas las condiciones de
mantenimiento e incremento del indculo, y un
sistema apropiado de propagacion de plantas de
rosa, se pudieron evaluar los resultados de los
ensayos de patogenicidad.

En cuanto a la patogenicidad, se observod
interaccion entre los aislamientos, el cultivar y
el origen de este. (Figura 2), no obstante la no
inclusién de todas las variedades por escasez
de plantas. Estos resultados indican diversas
relaciones entre los genes de resistencia de los

cultivares y los genes de virulencia de los
aislamientos del patogeno.

Los estudios de patogenicidad en los culti-
vares Aalsmeer Gold, Charlotte, Classy, Kon-
fetti, Livia y Tineke demostrarbn que en el
cultivar Tineke no habia esporulacién del
aislamiento Sp6, mientras que este aislamiento
si causé enfermedad y esporulé abundantemen-
te en los otros cultivares. En el area afectada
por Sp6 en las plantas de Tineke se observd
tejido vegetal necrosado pero sin esporulacion
del hongo, lo cual indica incompatibilidad. Sp2
afecté solamente un area muy reducida en
Classy, mientras en los otros cultivares el area
afectada fue mayor. Del mismo modo, Sp4
afect6 a Konfetti con un érea de infeccién muy
reducida pero si afectd a los otros cultivares
(Tabla 2). Estas observaciones indican una
interaccion patdgeno-hospedante y sugiere la
existencia de al menos dos patotipos de este
patdgeno en la poblacion analizada. El cultivar
Livia es susceptible a todos los aislamientos del
patégeno. El estudio realizado halld evidencias
que prueban la existencia de razas en la pobla-
cién de aislamientos provenientes de la Sabana
de Bogotd. Sin embargo es indispensable
coleccionar mas aislamientos y realizar mues-
treos en otras zonas del pais. Ademads es impor-
tante determinar la frecuencia de aislamiento de
cada raza.

Bender y Coyier (1984) demostraron la
existencia de aislamientos de S. pannosa var.
rosae con adaptacion diferencial de sus hos-

En el futuro, los muestreos que se reali-
cen para detectar la presencia de cleistote-
cios, la evaluacién de la resistencia del pato-
geno a los fungicidas, y el estudio de las
causas de las diferencias en patogenicidad
entre aislamientos de diferente origen, ten-
dran mucha importancia al tomar las decisio-
nes de manejo adecuadas y duraderas para el
cultivo. La existencia de razas de Sphaerot-
heca pannosa var. rosae no ha sido demos-
trada previamente en Colombia. La identifi-
cacion de razas de mildeo polvoso serd de
utilidad en el desarrollo de cultivares en que
se haya mejorado la resistencia al hongo.

Mediante analisis de regresion simple se
obtuvo un coeficiente de correlaciéon de (+
0,79) entre las variables origen y variacion
genética. También se detectd correlacion
entre variacion genética y variacion patogé-
nica (r =+ 0,63).

Caracterizacion molecular

Extraccién de ADN: Por la dificultad que se
presenta con este tipo de patogenos obligados
para ser cultivados en medio in vitro y por los
pocos reportes que existen para extraccion de
ADN en estos, se debieron probar 4 métodos y
hacer modificaciones para poder estandarizar al
final un método rapido practico y reproducible
para este tipo de patdgenos.

De los métodos probados para lograr la
amplificacién de las secuencias de ADN aisla-

Tabla 2. Determinacion de razas de S. pannosa var. rosae de la rosa mediante inoculacion artificial bajo

condiciones controladas.

Reaccién de compatibilidad

Aislamiento Raza Esporulacién Area afectada
Tineke Classy Konfetti P::)I;?:a Tineke Classy Konfetti P:;:cn ::a
Sp6 (Bogotd) 1 I R c C C - C C
Sp2 (Bogota) 2 C C C C C I C c
Sp4 (Bogotd) 3 - - c C - - I C
Otros (Dagua) 4 C C c c C c c c
*=incompatible °- =nodeterminada °C = compatible g

pedantes originales, y pudieron diferenciar
cinco razas a nivel de invernadero en Estados
Unidos. v
La relacion entre origen y variacion gené-
tica/patogénica indica que existen diferencias
en el manejo de la enfermedad entre fincas o
por factores ambientales. :

La existencia de razas exige un manejo
integrado del mildeo polvoso que comprende

-medidas como: cuarentena y desinfeccion de

materiales nuevos antes de llevarlos a los
invernaderos comerciales; rotacion de fungi-
cidas de diferente accidn; evitar la disemina-
cion del patégeno de una finca a otra; sem-
brar cultivares con resistencia horizontal.

La baja patogenicidad observada al in-
ocular los aislamientos en el cultivar Tineke,
indica que es un cultivar que tiene potencial
para desarrollar resistencia horizontal, y
surge como una buena ‘altérnativa para el
control permanente del mildeo polvoso.
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das de S. pannosa, €l método que utiliza la
resina Chelex® 100 , mostré ser el mas repeti-
ble y el que permitié obtener un mejor rendi-
miento con cantidades de ADN facilmente
amplificables. Estas caracteristicas facilitaron la
utilizacion de los marcadores moleculares PCR,
RAPD y RAMS para el estudio de diversidad
genética en este patdgeno. Otra caracteristica
importante del método es que durante el proce-
so de extraccién no se involucra el uso de
solventes organicos, como si lo hacen la mayo-
ria de los métodos convencionales de extrac-
cion reportados para microorganismos.

Amplificacién del ADN utilizando PCR: La
amplificacion de la region ITS del gen riboso-
mal 5.8S en los aislamientos analizados de S.
pannosa var. rosae, dio lugar a fragmentos de
igual tamario, visualizables como una banda
continua de 295 p b (pares de bases), con los
iniciadores de la reaccion de amplificacitn

11



utilizados, ITS1 e ITS2, lo que indica que los

) . . . 1000
aislamientos pertenecen a una misma especie. :

e 900 50— . .
Restriccion de los fragmentos amplificados: , ‘| ¢ Variedades
De seis enzimas de restriccion probadas para 800 i L

L . . ‘ Livia
digerir el producto amplificado de los aisla- 200 .
mientos de S. pannosa var. rosae, las enzimas O Tineke
Alul 'y Hindl digirieron totalmente el producto 600 v
de ADN amplificado; se observaron dos bandas @ A Aalsmeer Gold
constantes de cada aislamiento con patrones S 500

i, e . @ Classy

electroforéticos idénticos para todos los aisla- ]
mientos, aunque en diferente posicién para 400 . Konfetti
cadg enzima. Con el qnahsxs de restriccion con 300, 4 Charlotte
enzimas no fue posible detectar diferencias
intraespecificas. 200 Local
Amplificacion con RAPD y RAMS: Un 100
considerable grado de polimorfismo fue 0 : ' ;
detectado mediante el uso de RAPD en 16 T T T T T T T [T |‘ T T 1—1 vy
aislamientos de S. pannosa var. rosae prove- spl Sp 10 Sp20 .
nientes de las fincas de los floricultores de la P P

Sabana de Bogotd (Figura 3). Se.examina- Aislamientos
ron 28 cebadores, de los cuales se utilizaron

i

los 12 mas polimérficos para el analisis Figura 2. Diversidad Patogénica detectada en Ia poblacién de S. pannosa var. rosae en plantas inoculadas
estadistico. en un cuarto de crecimiento. Origen de los aislamientos Sp1- Sp5: Madrid; Sp6-Sp8: Zipaquira; Sp9 y
Estos cebadores mostraron coherencia y ~Sp10: Cota; Sp11-8pl5: Suesca; y.Spl6 Gachancipa. ‘
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Figura 3. Se observan cuatro marcadores moleculares evaluados en los aislamientos de S. pannosa provenientes de la Sabana de Bogot4. En todos los p
casos el carril rotulado con M corresponde al marcador de tamafio molecnlar de 100pb, y el carril marcado con CN corresponde al control negativo. Los te

valores a la izquierda de cada Figura estdn dados en Kilobases. A Aplificacién de la regién ITS (ITS-1, ITS-2) eh los aislamientos Sp-1 hasta Sp-10.B.

Patrones de restriccién de PCR amplificando ADNT, del carril 1 al 5 aislaniientos digeridos con la enzima Alu 1y del 6 al 10 los mismos aislamientos

digeridos con la enzima Hind 1. C. Polimorfismos detectados.en 16 aislamientos examinados con el primer OPO-02 .- D Patronés electroforéticos obteni- d
dos con el cebador microsatélite ACA en la poblacién estudiada de 16 aislamientos de S. pannosa. R
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AA

AA

reproducibilidad en los diferentes eventos de
electroforesis; el cebador OPO-02 refleja el
grado de polimorﬁsm'o que se logré detectar en
la especie S. pannosa var. rosae. También
se utilizd6 un cebador tipo microsatélite deno-
minado ACA, reportado para hongos, (Hantula
et al. 1996; Luster et al. 1999) que evalfia una
regién muy especifica del gennoma, mostrando
un grado considerable dé polimorfismo en los
aislamientos de la poblacién - examinada.
Para el andlisis estadistico realizado a partir
de los datos obtenidos con la aplicacién de los
inarcadores moleculares en los aislamiéntos de
8. pannosa se leyeron 143 bandas y se constru-
yé un dendrograma basado en las 87 bandas
més polimérficas encontradas en la lectura de
los geles. Este andlisis dio como resultado un
total de tres grupos genéticos diferentes en la
poblacién de los 16 aislamientos analizados,
con un indice de similitud de Dice de 0,60 ,
lo que refleja un alto grado de variacidn dado el
tamafio de la poblacion examinada (Figura
4).
En el estudio molecular del hongo biétrofo

quiere el uso de solventes orgdnicos para la

. extraccidn de acidos nucleicos.

" "La utilizacién-de marcadores moleculares

“basados en las metodologias del PCR mostra-

ron claramente su apllcaclén coino método de
diagndstico acertado para la identificacién
del patégeno que estd’ ocaswnando la enfer-

‘medad en' las plantas de rosa,’ permltlendo

d1ferenc1ar aislamientos de acuerdo asu orlgen

~ y enalgunos éasos al tejido que ataca. "
'Los marcadotes RAPD 'y’ RAMS son he-

rramientas Utiles ‘pata conocer el grado de
variabilidad presente en el ~patégeno, asi

“como - las diferentes formas genéticas que

puede tener, lo cual no es detectablé:con los
estudios de observacién morfol6gica o pato-
génica. El conocimiento de formas genéticas
diferentes del patégeno, sugiere que se deben
utilizar variedades con resistencia horizontal
y ‘estrategias de manejo del’ cultivo iguales
para todas-las fincas productoras de rosas en
la Sabana de Bogota.

CONCLUSIONES

Spl
_——"[: Sp3 |Madrid

Sp4
Spé ] Zipaquird
Sp8 ) Madrid
) [ S5 ’
1 e sp7  Zipaquird
. 8p2 Madrid
Sp11  Suesca
I Sp9 Cota
Sp12
2 e §p13
S
P Suesca
L—'———'SPM
Sp1s
| Gachanclpé
3 8p10 P
Sp16 - Cota
| NBANE I enany s s s s 2o smes aun s e e 1
0.8 0.65 0.8 0.9 1.8

Indice de Similaridad de Dice

87 bandas

Figura 4., Dendrograma construido con UPGMA basado en una matriz de similitud de

S. pannosa var. rosae se tuvo como principal
dificultad la estandarizacién de una metodolo-
gla apropiada para la extraccion de ADN,
debido a su caracteristica de patégeno obliga-
do; no existe aun una metodologia para cultivar
este hongo in vitro y las conidias obtenidas
para la extraccién son muy pequefias; por tal
razén se evalwaron cuatro métodos de extrac-
¢ién de ADN, produciendo los mejores resulta-
dos, ¢l método de extraccién que utiliza la
resina Chelex® 100 adoptado de un protocolo
usado en medicina forense (Walsh et al. 1991)
para evaluar muestras donde la cantidad de
tejido con que se cuenta es escasa.

Este método no necesita grandes cantida-
des de muestra de hongo y ademds, no re-

Los aislamientos provenientes de fincas
ubicadas en el pie de monte son més patogé-
nicos que los del altiplano, esto indica que
existen diferencias de manejo del cultivo de
la rosa entre fincas, como también las dife-
rencias climatolégicas en la Sabana de Bogo-
té tienen un efecto sobre la estructura genética
del patégeno En estudios futuros se iden-
tificard si existen interacciones entre la pato
genicidad, el ambiente y el hospedante.

La identificacién de interaccién patégeno
y hospedante de mildeo polvoso serd de
mucha utilidad para el desarrollo de cultiva-
res. El conocimiento de nuevos patotipos
implica que se deben usar cultlvares con
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resistencia horizontal y estrategias de manejo
,del cultivo. La utilizaciéon de marcadores
moleculares os en las metodologias de

 PCR mostré claramente su aplicacién como

herramienta del dlagnéstlco acertada para la

‘identificacién del patégeno causante de

enfermedad en plantas de rosa. Los marcado-
res RAPD y RAMS fueron Gtiles para cono-

" cer la variacién genética del patégeno permi-
' tiendo, diferenciar aislamientos de acuerdo asu

origen.
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