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RESUMEN

Entre los factores bióticos, que determinan mayores pérdidas 
económicas en los cultivos agrícolas, se encuentran los hongos 
fitopatógenos. Fusarium oxysporum, constituye un complejo de 
especies con una considerable variación morfológica y fisiológica; 
lo que dificulta su identificación, esto ha conducido al desarrollo de 
herramientas moleculares para el estudio de formas especiales de 
este patógeno. En particular, F. oxysporum f. sp. vasconcellea (Fov) 
y F. oxysporum f. sp. Quitoense (Foq) infectan cultivos de babaco 
y naranjilla provocando la marchitez vascular del babaco (MVB)  y 
la marchitez vascular de la naranjilla (MVN). En esta investigación 
se aplicó la técnica de reacción en cadena de la polimerasa y los 
fragmentos de restricción de longitud polimórfica (PCR-RFLP) 
del espaciador intergénico (IGS) del ADN ribosomal (ADNr) para 
determinar la diversidad genética de formas especiales (f. sp.) de F. 
oxysporum, agente causal de la MVB y MVN. Las secuencias IGS 
fue amplificado por PCR y secuenciadas en ambas direcciones. Las 
secuencias IGS fueron utilizadas para la construcción de árboles 
filogenéticos e identificación de sitios de restricción específicos para 
las enzimas EcoRI y ApaI e identificación de polimorfismos de un 
solo nucleótido (SNP). El tamaño de los productos de PCR de la 
región IGS fue de 1935 y 2603 nucleótidos, los mismos que fueron 
determinados en base al alineamiento de secuencias y al marcador 
de peso molecular. El análisis filogenético y la técnica PCR-RFLPs 
ubica a las secuencias de babaco y naranjilla en grupos diferentes. En 
el primer grupo se ubican las secuencias NA4 y NA6; en el segundo 
grupo BA3, BA4, BA5, BA6 y NA2; en el tercer grupo BA1, BA2, NA1, 
NA3 y NA5. Estos resultados demuestran que cada grupo evolucionó 
a partir del mismo ancestro común, por lo tanto, cada grupo tendría 
un origen polifilético.

Palabras claves: endonucleasas, restricción, polimorfismos, 
haplotipos, biotrofos quitoense, vasconcellea.
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ABSTRACT

Among the biotic factors, which determine greater economic losses in agricultural crops, are the phytopathogenic 
fungi. Fusarium oxysporum, constitutes a complex of species with considerable morphological and physiological 
variation; which makes its identification difficult, this has led to the development of molecular tools for the study of 
special forms of this pathogen. In particular, F. oxysporum f. sp. vasconcellea (Fov) and F. oxysporum f. sp. quitoense 
(Foq) infect babaco and naranjilla crops causing babaco vascular wilt (BVW) and naranjilla vascular wilt (NVW). In 
this research, the polymerase chain reaction technique and polymorphic length restriction fragments (PCR-RFLP) 
of the intergenic spacer (IGS) of ribosomal DNA (rDNA) were applied to determine the genetic diversity of special 
forms (f. sp.) of F. oxysporum, the causal agent of MVB and MVN. The IGS sequences were amplified by PCR and 
sequenced in both directions. The IGS sequences were used for phylogenetic tree construction and identification of 
specific restriction sites for EcoRI and ApaI enzymes and identification of single nucleotide polymorphisms (SNPs). 
The size of the PCR products of the IGS region was 1935 and 2603 nucleotides, which were determined based 
on sequence alignment and molecular weight marker. The phylogenetic analysis and the PCR-RFLPs technique 
placed the babaco and naranjilla sequences in different groups. In the first group are located the sequences NA4 
and NA6; in the second group BA3, BA4, BA5, BA6 and NA2; in the third group BA1, BA2, NA1, NA3 and NA5. 
These results show that each group evolved from the same common ancestor, therefore, each group would have 
a polyphyletic origin.

Key words: endonucleases, restriction, polymorphisms, haplotypes, biotrophs, quitoense, vasconcellea.

1. INTRODUCCIÓN

El babaco (Vasconcellea x heilbornii, H.) (Badillo, 1993), es un hibrido estéril, originario de los valles interandinos y 
la naranjilla común (Solanum quitoense, L.) (Heiser et al., 1999) es un arbusto  originario de los bosques húmedos 
de la región sub-tropical oriental y occidental de la cordillera de los Andes de Ecuador y Colombia (INIAP, 2010).  
Los cultivos de babaco producen alrededor de 200 Ton/Ha y la naranjilla 30 Ton/Ha (Meneses & Correa, 1992; 
Soria et al., 1999; Revelo, et al., 2010), tanto el babaco como la naranjilla constituyen los principales rubros 
de subsistencia, para miles de familias ecuatorianas.  Sin embargo, la rentabilidad de los cultivos de babaco y 
naranjilla son atacados por varios factores bióticos; entre los que se encuentran F. oxysporum f. sp. vasconcellea 
(Fov) y F. oxysporum f. sp. quitoense (Fon) (Ochoa et al., 2004),  agentes causales de la MVB y MVN, tanto en 
campo como a nivel de invernadero, llegando a distribuirse en todo el País, ocasionando pérdidas del 70 al 80 % 
en naranjilla y el  90 al 100 % en cultivos de babaco (Ochoa et al., 2004).

F. oxysporum es un complejo de especies, que agrupa una multitud de cepas que causan enfermedades de marchitez 
vascular en cultivos de importancia económica. Fusarium avanza a través de una serie de transiciones, comenzando 
por la germinación de esporas,  avanza a través de heridas o las discontinuidades entre la raíces laterales y se 
desplaza a través del tejido vascular para habitar y obstruir los vasos del xilema (Argotti, 2016; Gordon et al., 2017), 
lo que conlleva al estrés hídrico severo en la planta, cuya sintomatología se manifiesta en el amarillamiento de 
las hojas, iniciando por la parte del tercio inferior de un solo lado en los foliolos, acompañado de una decoloración 
vascular, marchitez y finalmente la muerte de la planta (Ochoa et al., 2004). Fov y Fon infectan los cultivos de babaco 
y naranjilla en todas las edades, la propagación del patógeno depende de la humedad, la temperatura y  la textura del 
suelo (Ochoa et al., 2004).Debido a las características de la enfermedad ocasionados por Fov y Fon, los métodos de 
control químico como biológico han resultado inconsistentes en el campo y muy costosos para el agricultor; además, 
lo que tiene consecuencias negativas para el medio ambiente. A esto se suma el hecho de que las prácticas agrícolas 
actuales se basan en la siembra de semillas de un mismo genotipo en grandes extensiones de terreno, lo que reduce 
la diversidad genética en los cultivos y facilita la selección de aislados fúngicos capaces de adquirir rápidamente 
resistencia a los distintos agroquímicos utilizados (Casado del Castillo,  2017)

Uso de marcadores PCR-RFLP de la región IGS del ADNr para estudios de diversidad  
genética de especies de Fusarium asociados a cultivos de babaco y naranjilla en Ecuador 
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De todos los métodos de control, los mejores resultados se han obtenido con el desarrollo de cultivares resistentes 
a Fusarium. La resistencia que ha presentado Fusarium hacia algunos fungicidas son elementos suficientes para 
suponer que la diversidad genética de este hongo es muy amplia (Argotti et al., 2011). En Ecuador la identificación 
de las especies de Fusarium se basa en características morfológicas y de patogenicidad (Ochoa & Ellis, 2010), 
lo que implica gran cantidad de tiempo y material, por lo tanto, una alternativa es encontrar nuevos métodos para 
un diagnóstico rápido, consistente y confiable. A nivel mundial existen técnicas de Biología Molecular e Ingeniería 
Genética para el diagnóstico de Fusarium y otros patógenos; en nuestro país aún no han sido implementadas 
herramientas de diagnóstico molecular para la identificación  de formas especiales de F. oxysporum  y sus 
razas.  La diversidad biológica de Fusarium y otros hongos fitopatógenos han sido estudiados con gran éxito con 
métodos basados en herramientas moleculares que incluyen la secuenciación de regiones intergénicas del ADN 
ribosómico nuclear (ADNr), espaciadores intergénicos transcritos ITS1 (entre 18S y 5,8S) e ITS2 (entre 5,8S y 28S); 
y regiones espaciadoras intergénicas (IGS) entre ADNr  28S y 18S, cuya variabilidad entre especies del mismo 
género es mayor que la de las regiones ITS, pudiéndose utilizar en ocasiones en una clasificación intraespecífica 
(Alves-Santos et al., 2002a; Appel y Gordon, 1995; Mirete et al., 2003; Mishra et al., 2002; Voigt et al., 1995). En 
la elaboración de la filogenia también se han utilizado otras secuencias de genes de copia única ricas en intrones 
como son los genes codificantes de la calmodulina, la β-tubulina, la histona H3, poligalacturonasas (pg1) o los 
dos genes idiomorfos MAT-1 y MAT-2 (Kawabe et al., 2005; Seifert y Levesque, 2004; Casado del Castillo, 2017).

Varios estudios han demostrado que el análisis de las regiones IGS del ADNr  son útiles para estudios de diversidad 
genética entre formas especiales de F. oxysporum, debido a que  la región IGS del ADNr es altamente conservada 
entre grupos genéticamente relacionados; la amplificación  por PCR de la región IGS y la identificación de sitios 
de restricción específicos con programas bioinformáticas y la digestión tanto in vivo como in silico con enzimas de 
restricción, permiten obtener fragmentos de restricción de diferente tamaño, dando lugar a patrones polimórficos 
específicos para cada secuencia. (Henao-Henao et al., 2018). 

Por lo expuesto, el propósito de esta investigación,  fue evaluar la diversidad genética de formas especiales 
vasconcellea y quitoense de F. oxysporum agentes causales de la MVB y MVN, mediante análisis PCR-RFLPs de 
la región IGS del ADNr.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE FUSARIUM SPP. 

Durante los meses de junio a diciembre del 2019, se recolectaron 12 muestras de plantas de babaco y naranjilla con 
síntomas de infección por F. oxysporum. También se incluyó 4 muestras de plantas de gladiolo (Gladiolus illyricus), 
papaya (Carica papaya), tomate de árbol (Solanum betaceum) y alcachofa (Cynara cardunculus) asociados a 
cultivos de babaco y naranjilla en las provincias de Tungurahua, Pastaza, Chimborazo, Pichincha y Loja. Cada 
muestra fue desinfectada con etanol al 75 % por un minuto y una solución de hipoclorito de sodio al 5 % por un 
minuto y lavado tres veces con agua destilada estéril. Las muestras fueron colocadas en una termonevera y 
transportadas al laboratorio de Fitopatología de la Carrera de Ingeniería agropecuaria de la Universidad de la 
Fuerzas Armadas- ESPE para su procesamiento; las muestras de raíces, tallos y hojas fueron transferidas a platos 
Petri de 90 mm por 15 mm con 20 mL con medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) y selladas con cinta parafilm 
e incubados a 25oC por 7 días. 

La identidad del género Fusarium fueron evaluados con los iniciadores universales ITS-fu-f 
5´-AACTCCCAAACCCCTGTGA-3´ y ITS-fu-r 5´- GCGACGATTACCAGTAACGA-3´ (Argotti et al., 2011). Una vez 
evaluado la identidad de Fusarium se obtuvieron cultivos monoconídicos, para lo cual se realizaron diluciones 
seriadas de esporas previamente obtenidas por filtración en embudos con lana de vidrio; 10 µl de la dilución 
fueron extendidos en placas con medio Agar-Agua, las cuales se incubaron 12 horas a 25ºC. Transcurrido este 

Eduardo E. Argotti V., Segundo M. Benavides L., Mónica P. Cazar C., Emmerik Motte D. 

Vol. 24, No. 2:4-16 (2022)



7

Re
vi

st
a 

C
IE

N
C

IA
 2

0
2
2
  

• 
IS

SN
: 1

39
0-

11
17

 •
 IS

SN
 E

LE
C

TR
O

N
IC

O
: 2

69
7-

34
3X

             
                        
     

Uso de marcadores PCR-RFLP de la región IGS del ADNr para estudios de diversidad  
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tiempo se observaron las esporas germinadas en lupa binocular (Leica, Germany) y con un bisturí estéril se tomó 
un microconidio que fue transferido a una placa con medio PDA que fueron conservados mediante resiembras 
periódicas en platos Petri con medio de cultivo PDA. Estos cultivos fueron utilizados posteriormente en las pruebas 
de patogenicidad y reacciones de PCR y PCR-RFLP. 

2.3 OBTENCIÓN DEL MATERIAL GENÉTICO

La extracción del ADN genómico se realizó con el método Bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) propuesto por Kim 
et al., (1992) con ligeras modificaciones por el autor. El micelio de cada una de las cepas de F. oxysporum  conservado  
a  -80ºC, fue triturado en un mortero con nitrógeno líquido. El micelio pulverizado fue transferido a un tubo Eppendorf 
de 1,5 ml con 300 µl de buffer CTAB (200 ml/l de Tris-base 1 M, 100 ml/l de EDTA pH 8,0; 0,5 M, 20 g/l  de CTAB); 
300 µl de buffer STE (127,56 g/l de Sorbitol; 24,2 g/l de Tris-base; 3,36g/l de EDTA) y 150 µl de N-Lauroylsarcosine 
al 5 %. Las muestras fueron homogenizadas con una pipeta e incubadas a 65ºC por 1 hora con agitación constante. 
Posteriormente se añadieron 750 µl de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) y homogenizado en un vortex durante 
15 segundos, seguido de centrifugación a 12.000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue transferido a un nuevo 
tubo Eppendorf de 1,5 ml y se añadieron 600 µl de isopropanol y 150 µl de acetato de amonio 7,5 M. La mezcla fue 
incubada a temperatura ambiente por 20 minutos y sometida a centrifugación a 12.000 rpm por 20 minutos. El pellet 
de ADN resultante fue lavado con 500 µl de etanol 70 % y centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos. Finalmente, 
una vez eliminado el etanol, el pellet fue secado a temperatura ambiente y  resuspendido en 50 a 100 µl de TE (1 mM 
EDTA, 10 mM Tris-HCl), y sometido a un tratamiento con RNasa para eliminar residuos de ARN.

2.3 AMPLIFICACIÓN DE LA REGIÓN IGS 

La amplificación de la región IGS del ADNr se realizó con los iniciadores universales CNL12 
5’-CTGAACGCCTCTAAGTCAG-3’ y CNS1 5’-GAGACAAGCATATGACTACTG-3’ (Appel y Gordon, 1995) (Figura 
1), en un volumen de 50 µL con 50 ng de ADN genómico, 2,5 U de GoTaq polimerasa (10 µL de Buffer 5X, 3 
mM de MgCl2,), 20 pmol de cada primer, 200 mM de cada dNTPs. En todos los ensayos se incluyó un control 
negativo con todos los reactantes excepto ADN. Las reacciones de amplificación de la región IGS se realizaron 
en un Termociclador Biometra (Germany) con el siguiente programa de amplificación: desnaturalización inicial a 
94 oC por 5 minutos, seguido de 35 ciclos; desnaturalización a 94oC por 1 minuto; hibridación 54oC por 1 minuto y 
extensión final; 72oC por 2 minutos, seguida de una extensión final 72oC por 7 minutos. Los productos amplificados 
fueron separados por electroforesis en gel de Agarosa al 1% en TAE 1X, teñidos con Bromuro de Etidio (EtBr) al 
1% y visualizados en un transluminador TFX-20M bajo luz ultravioleta.

Figura 1. Sitios de anillamiento de los primers CNL12-CNS1 de la región  
IGS del ADN ribosomal de especies de Fusarium spp.

2.4 EL ANÁLISIS DE LA INFORMACIÓN

Los productos amplificados por PCR de la región IGS  de cada una de las cepas, fueron enviados a la empresa 
Macrogen USA (Rockville, Maryland) para limpieza y secuenciación. La comparación de secuencias se realizó 
con la base de datos en línea BLAST del NCBI (National Center for Biotechnology Information)  (http://www.ncbi.

Vol. 24, No. 2:4-16 (2022)
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nlm.nih.gov/). Para la aplicación de la técnica PCR-RFLP in silico, los patrones de restricción específicos para 
las enzimas  EcoRI (Promega) y ApaI (New England, Biolabs), con el programa RestrictionMapper (http://www.
restrictionmapper.org) y Webcutter 2.0 (Heiman, M. 1997). 

El alineamiento de secuencias se realizó en el programa ClustalW 2.0 del EMBL (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
clustalw2/index.html) (European Biology molecular) (Tompson et al., 1997). El árbol filogenético de cada una de las 
secuencias se realizó con programa FastTree (Price et al., 2009) con el algoritmo de Máxima verosimilitud con 100 
réplicas bootstrap (Felsenstein, 1981). La identificación de los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) se realizó 
con el software sequence viewer  de la NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/). En el alineamiento 
de secuencias se incluyó un grupo externo (outgroup), con el fin de identificar la raíz del árbol filogenético. Las 
secuencias de referencia fueron obtenidas del banco de genes GenBank de la NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). 

3. RESULTADOS

3.1 AMPLIFICACIÓN DE LA REGIÓN IGS DEL ADNR

La amplificación de la región IGS de cada una de las cepas de Fusarium generaron productos de amplificación de 
1935 a 2603 pb; el tamaño de los fragmentos se determinó en base al marcador de peso molecular (100 bp DNA 
ladder, Promega) y la secuenciación de las cadenas en ambas direcciones (Figura 2).  La región IGS consta de 
una región parcial del gen de ADN ribosómico 18S y asociada a este encontramos dos regiones no codificadoras 
IGS1/IGS2 y el gen 5S, seguido por una región parcial del gen 28S. Los parámetros de reacción de PCR con los 
iniciadores CNL12 y CNS1 fueron óptimos y mostraron buena especificidad para la amplificación de la región IGS. 
En las secuencias IGS aislados de muestras de plantas de babaco y naranjilla se identificaron polimorfismos de un 
solo nucleótido (SNP); en BA3, BA4, BA5, BA6 y NA2 se identificaron 65 haplotipos; en BA1 y BA2 se identificaron 
3 haplotipos; en  NA1, NA3 y NA5 se identificaron 34, 36 y 37 haplotipos, respectivamente; en los aislamientos 
NA4 y NA6 se identificaron 28 haplotipos (Datos no mostrados). 

Figura 2. Se muestran las reacciones de PCR. A. Amplificación de la región IGS (M) Marcador de peso 
molecular; M. Marcador de peso molecular 1.  Organismo de referencia (Fusarium oxysporum f. sp. lilii) 

(accesión GenBank EF661647.1). 2. Babaco  (2 a 7), 3. Naranjilla (8 a 13), 14. Gladiolo  (GL1), 15. Papaya 
(LC1), 16. Tomate de árbol (TR1), 17. Alcachofa (AL1). 

Las secuencias BA1 y BA2 de cultivos de babaco de las provincias de Pichincha y Tungurahua, respectivamente, 
mostraron el 100% de identidad, al igual que las secuencias BA3 con BA4 de cultivos de babaco de las provincias de 
Chimborazo y Pichincha. BA5, BA6 y NA1 de cultivos de babaco y naranjilla de las provincias de Loja, Chimborazo y 
Napo mostraron el 100% de identidad; NA4, NA5 y NA6 de cultivos de naranjilla de las provincias de Tungurahua y 

Eduardo E. Argotti V., Segundo M. Benavides L., Mónica P. Cazar C., Emmerik Motte D. 
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Pichincha mostraron el 100% de identidad; los aislamientos NA2 y NA3 de cultivos de naranjilla de las provincias de 
Morona Santiago y Tungurahua mostraron  diferencias polimórficas. Las secuencias GL1, LC1, TR1 y AL1 mostraron 
diferencias polimórficas al ser comparadas con las secuencias de referencia de la base de datos de la NCBI.

2.2 ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE LA REGIÓN IGS DEL ADNR

El árbol filogenético con el programa FastTree, ubica a los aislamientos de babaco y naranjilla y otros cultivos en 
dos clúster; el primer clúster se subdivide en 4 subgrupos, en el primer subgrupo se ubican los aislamientos NA4 y 
NA6; en el segundo subgrupo los aislamientos LC1 y TR1; en el tercer subgrupo los aislamientos BA3, BA4, BA5, 
BA6, NA2 y GL1; en el cuarto subgrupo los aislamientos BA1, BA2, NA1, NA3 y NA5. El aislamiento AL1 se ubica 
en el segundo clúster (Grafico 3). Las secuencias  de Trichoderma fasciculatum  (AY746393.1), Hypocrea crassa 
(EU927406.1) e Hypocrea virens (AY392020.1) utilizadas como outgroup se ubican en un clúster separados de los 
6 aislamientos objeto de investigación (Grafico 3). 

2.3 PCR-RFLP DE LAS SECUENCIAS IGS 

Los productos de la amplificación por PCR de la región IGS, fueron secuenciados y digeridos in silico con las 
enzimas de restricción EcoRI y ApaI. El análisis PCR-RFLP in silico  mostraron perfiles de restricción de tamaños 
diferentes; en las secuencias BA1, BA2, NA1, NA3 y NA5 se identificó dos sitios de restricción, con tres productos 
de restricicón de 376, 381, 1846 y 239, 988 y 1376  pb para EcoRI y ApaI, respectivamente; con las secuencias 
BA3, BA4, BA5, BA6, NA2 y GL1 se identificó un sito de restricción para EcoRI y tres  sitios de restricción para 
ApaI, con dos y cuatro fragmentos de restricción de 237, 2165 y 195, 397, 439 y 1371; excepto la secuencia NA2  
y GL1 con dos  sitios de restricción para ApaI, con productos de restricción de 239, 918, 1376 y 220, 859, 1370, 
respectivamente; en las secuencias NA4, NA6 con dos sitos de restricción tanto para EcoRI como para ApaI, con 
productos de restricción de 237, 368, 1797 y 198, 836, 1368, respectivamente. En las secuencias LC1 y TR1 se 
identificaron 2 sitios de restricción, para EcoRI y ApaI; en la secuencia AL1 se identificó un solo sito de restricción 
para EcoRI i ApaI. (Tabla 1). 

 

Figura 3. Árbol filogenético de 
máxima verosimilitud de secuencias 
ADNr de la región IGS de especies 
de Fusarium. Los números en los 
nodos representan los valores de 
soporte estadístico (bootstrap). 
Valores menores del 50% se omiten. 
Secuencias BA1, BA2, BA3, BA4, 
BA5, BA6 (cultivos de babaco), 
NA1, NA2, NA3, NA4, NA5, NA6 
(cultivos de naranjilla), GL1, LC1, 
TR1, AL1 (otros cultivos). Los  
aislamientos  de F. oxysporum f. sp. 
lilii (Accesión EF661647) F. oxysporum 
f. sp. vasinfectum (AY527624.1), F. 
oxysporum f. sp. niveum  (MN428295.1) 
y F. colmorum (Accesión AJ854657.1) 
fueron utilizados como secuencias 
de referencia. Las Secuencias 
Trichoderma fasciculatum  (Accesión 
AY746393.1) y Hypocrea crassum 
(Accesión AY746394.1) Hypocrea 
virens (Accesión AY392020.1) fueron 
usados como outgroup.
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2.4 PCR-RFLP DE LAS SECUENCIAS IGS 

Los productos de la amplificación por PCR de la región IGS, fueron secuenciados y digeridos in silico con las 
enzimas de restricción EcoRI y ApaI. El análisis PCR-RFLP in silico  mostraron perfiles de restricción de tamaños 
diferentes; en las secuencias BA1, BA2, NA1, NA3 y NA5 se identificó dos sitios de restricción, con tres productos 
de restricicón de 376, 381, 1846 y 239, 988 y 1376  pb para EcoRI y ApaI, respectivamente; con las secuencias 
BA3, BA4, BA5, BA6, NA2 y GL1 se identificó un sito de restricción para EcoRI y tres  sitios de restricción para 
ApaI, con dos y cuatro fragmentos de restricción de 237, 2165 y 195, 397, 439 y 1371; excepto la secuencia NA2  
y GL1 con dos  sitios de restricción para ApaI, con productos de restricción de 239, 918, 1376 y 220, 859, 1370, 
respectivamente; en las secuencias NA4, NA6 con dos sitos de restricción tanto para EcoRI como para ApaI, con 
productos de restricción de 237, 368, 1797 y 198, 836, 1368, respectivamente. En las secuencias LC1 y TR1 se 
identificaron 2 sitios de restricción, para EcoRI y ApaI; en la secuencia AL1 se identificó un solo sito de restricción 
para EcoRI i ApaI. (Tabla 1). 

Tabla 1.  
Fragmentos de restricción de las regiones IGS del ADN ribosomal  de especies de Fusarium,  

generados in silico con las enzimas de restricción EcoRI y ApaI en secuencias de babaco, naranjilla,  
gladiolo, papaya, tomate de árbol y alcachofa. 

4. DISCUSION 

El objetivo de esta investigación fue determinar la diversidad genética de F. oxysporum f. sp. vasconcellea (Fov) 
y F. oxysporum f. sp. quitoense (Fon), asociados a la marchitez vascular de babaco y naranjilla. Los aislamientos 
fueron obtenidos de plantas de babaco y naranjilla con síntomas de infección por Fusarium, que fueron confirmados 
mediante la amplificación por PCR de secuencias específicas, utilizando los primes universales ITS-fu-f y ITS-fu-r  
(Argotti et al., 2011). Los análisis PCR, RFLP y filogenéticos de las secuencias IGS del ADNr, mostraron el 98 al 
100% de identidad con las secuencias de referencia obtenidas de GenBank de la NCBI. Los resultados mostrados 
describen claramente la inconsistencia entre la identificación taxonómica y morfológica, y la genética, basada 
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en el análisis de ADN. Este tipo de discrepancias han sido reportados en otros géneros de hongos fitopatógenos, 
especialmente en especies del género Fusarium tanto patógenas y no patógenas (MacLean et al, 1993; McDonald, 
1997). Gran parte de este fenómeno se ha atribuido a la variabilidad fenotípica y genética que presentan las 
formas especiales de F. oxysporum (Nelson, 1991; Kistler, 1997; Gordon y Martyn, 1997; Vakalounakis et al., 
1998).  Nakime et al., (1994) reportaron diversidad genética de F. oxysporum, además la identificación de razas y 
haplotipos.

Figura 4. Fragmentos de restricción del espaciador intergénico (IGS) en gel de agarosa al  
1,5% in silico A: Digestión in silico con la enzima EcoRI. B. Digestión in silico con la enzima ApaI. MP:  

Marcador de peso molecular, Carril 1 al 6: secuencias de cultivos de babaco; Carril: 7 al 12: secuencias  
de cultivos de naranjilla; Carril 13: secuencia de gladiolo; Carril 14: secuencia de papaya; Carril 15:  

secuencia de tomate de árbol; Carril 16: secuencia de alcachofa.

Woo et al., (1996) identificó variabilidad genética entre aislamientos patógenos y no patógenos de F. oxysporum, 
causantes de la marchitez vascular en cultivos de soya usando la técnica de PCR-RFLPs, al parecer las formas 
especializadas de F. oxysporum forman parte de un grupo polifilético (Baayen et al., 2000). El mismo O’Donnell et 
al. (1998) afirma que algunas formas especializadas del complejo F. oxysporum son polifiléticos, esto implica que 
cepas con una base genética muy diferente han adquirido genes patógenos, y  la acumulación de mutaciones de 
tipo transversión, transición, deleción, la presencia de transposones y transferencia horizontal de genes también 
contribuyen a la diversidad observada en cepas patógenas (Gordon & Martyn, 1997); además, F. oxysporum 
presenta un genoma compartimentado estructural y funcionalmente en dos componentes, un genoma central 
que codifica genes de mantenimiento vitales para la supervivencia y el crecimiento del patógeno y un genoma 
accesorio que codifica genes de patogenicidad o asociados a la virulencia (Gordon & Martyn, 1997; Ma et al., 
2010). Esta observación tiene gran significado para el concepto de formas especiales de Fusarium (Kistler et al, 
2001).  Al respecto (Hibbet, 1992) manifiesta que las regiones IGS del ADNr son altamente estables y exhibe un 
mosaico de regiones diversas y conservadas dentro del genoma.

Los productos de PCR y la secuenciación de la región IGS mostraron longitudes de 1935 y 2603 pb; que corroboran 
los reportes realizados por Cai et al., (2003), con fragmentos 2,6 kb en 60 aislamientos de F. oxysporum f. sp. 
lycopersici utilizando los primers CNL12 y CNS1. Igualmente Yli- Mattila et al., (2002) reportaron fragmentos 
del tamaño de 2,6 kb en aislamientos F. avenaceum, F. arthroporioides y F. tricinctum. Appel & Gordon, (1995) 
reportaron resultados similares en 56 aislamientos patogénicos y no patogénicos de F. oxysporum. Sin embargo 
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Apratim Chakrabarti et al., (2000) reportaron secuencias de la región IGS para Fusarium oxysporum f. sp. ciceris 
de 2,4 a 2,6 kb con los primers CLN12 y CNS1. Appel & Gordón (1995) demostraron variación intraespecífica de 
56 aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceris, colectados de Maryland y California.

El análisis filogenético construido con el programa Fasttree, basado en el método de máxima verosimilitud  de 
las secuencias IGS, apoya el origen polifilético de las formas especiales propuesto por Bentley et al., (1998), 
O’Donnell et al., (1998), Groenewald et al., (2006) y Fourie et al., (2009); el análisis filogenético de las formas 
especiales vasconcellea y quitoense, separa a los aislamientos en dos clúster; en el primer clúster se ubican 
los 15 aislamientos dividido en cuatro subgrupos con una divergencia de 70 y 201 nucleótidos; en el segundo 
clúster se ubica el aislamiento AL1 totalmente divergente con 467 y 668 nucleótidos. En el primer subgrupo se 
ubican las secuencias  NA4 y  NA6, pertenecientes a las provincias de Tungurahua y Pichincha; en el segundo 
subgrupo se ubican las secuencias LC1 y TR1 de cultivos de Pichincha y Santo Domingo de los Tsáchilas; en el 
tercer subgrupo encontramos las secuencia BA3, BA4, BA5, BA6 , NA2 y GL1 de cultivos de las provincias de  
Pichincha, Tungurahua, Loja, Chimborazo, Morona Santiago e Imbabura y  en el cuarto  subgrupo encontramos a 
las secuencias BA1, BA2, NA1, NA3 y NA5 aislados de cultivos de las provincias de Tungurahua, Napo y Pichincha. 
En el segundo clúster encontramos a la secuencia AL1 recuperado de cultivos de alcachofa en la provincia de 
Imbabura. La presencia de SNPs muestra la diversidad genética intraespecifica de las f. sp. vasconcellea y la f. 
sp. quitoense.  En las secuencias BA1 y BA2 se identificaron tres haplotipos, en las secuencias BA3, BA4, BA5, 
BA6, se identificaron 65 haplotipos; en las secuencias de la f. sp. quitoense NA1, NA2, NA3, NA4, NA5 y NA6, 
se identificaron 34, 65, 36, 28, 37, 28 hoplotipos. Los resultados obtenidos demuestran que la f. sp. quitoense es 
más diversa la  f. sp. vasconcellea. Al respecto Soria et al., (1992) manifiestan que los cultivos de babaco son 
exclusivamente asexual, por brotes, estacas e injerto y los cultivos de naranjilla común el cultivo se realiza por 
plántulas, previamente germinadas en invernadero (Ochoa, et al., 2010).

De acuerdo a los resultados mostrados en esta investigación se puede apreciar que secuencias obtenidos de 
cultivos de babaco y naranjilla de diferente origen geográfico, se ubican en el mismo clúster; lo que demuestra 
que evolucionaron a partir del mismo ancestro común y tienen un origen polifilético; estos resultados corroboran 
los reportes realizados por O´Donnel et al. (1998), quienes demostraron que algunas formas especiales de F. 
oxysporum no tienen origen nonofilético y cepas de una forma especial están estrechamente relacionados con 
cepas pertenecientes a otras formas especiales de F. oxysporum. Según Koenig et al., (1997), O’Donnell et al., 
(1998) y Fourie et al., (2009) confirman que formas especializadas del complejo F. oxysporum son de origen 
polifilético; Igualmente Baayen et al., (2000)  manifiestan que las formas especializadas de F. oxysporum forman 
parte de un grupo polifilético; esto implica que cepas con una base genética muy diferente han adquirido genes 
patógenos. Según Kim et al., (1993) la mayoría de estudios de diversidad genética enfoca una sola forma especial 
y muy pocos datos están disponibles sobre la relación entre diferentes formas especiales. En este estudio se 
encontraron diferencias significativas en la secuencia de nucleótidos entre formas especiales, estos resultados 
reafirman los hallazgos realizados por Kistler et al, (2001), quienes manifiestan que existe variabilidad genética de 
la región IGS dentro y entre formas especiales; estudios similares han sido aplicados con éxito para la identificación 
de Aspergillus  y otros hongos tanto patógenos y no patógenos (Moody y Tyler, 1990). 

5. CONCLUSIONES

Los resultados mostrados en esta investigación, utilizando marcadores PCR-RFLP de la región IGS del  ADNr 
nos permite aseverar que más de una técnica molecular puede ser utilizada para estudios de diversidad genética 
intraespecífica en formas especiales de F. oxysporum f. sp. vasconcellea y F. oxysporum f. sp. quitoense, agentes 
causales de la marchitez vascular de babaco (MVB) y naranjilla (MVN). La región IGS del  ADNr utilizados en este 
estudio, ha sido usada con gran éxito en varias investigaciones para estudios de diversidad genética de hongos 
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patógenos y no patógenos. La amplificación por PCR y la secuenciación de la región IGS del ADNr, así, como, el 
análisis filogenético y la identificación de SNPs, dividen a los 16 aislamientos en dos clúster; en el primer clúster se 
ubican los 15 aislamientos dividido en cuatro subgrupos, con el 98 al 100% de identidad respecto a las secuencias 
de referencia; el aislamiento AL1 se ubica en el segundo clúster, con el 98% de identidad respecto a F. colmorum 
utilizado como organismo de referencia.

De igual forma, el análisis filogenético mostró, que aislamientos de diferente origen geográfico se ubican en 
diferentes subgrupos, pero dentro del mismo clúster, estos resultados evidencian que F. oxysporum f. sp. 
vasconcellea y F. oxysporum f. sp. quitoense evolucionaron a partir del mismo ancestro común y tendrían un origen 
polifilético. La amplificación por PCR y la secuenciación de la región IGS del ADNr de las formas especiales de F. 
oxysporum, así, como, el alineamiento de secuencias, el análisis filogenético de máxima verosimilitud y la digestión 
con las endonucleasas de restricción EcoRI y ApaI fueron utilizados para la identificación de polimorfismos de un 
solo nucleótido (SNP); estos resultado apoyan las evidencias mostradas por varios autores de la gran diversidad 
genética de la región IGS del ADNr de las formas especiales de F. oxysporum. En conclusión, los marcadores 
PCR-RFLPs de la región IGS del ADNr han demostrado ser una forma rápida y adecuada de agrupar aislados de 
formas especiales de F. oxysporum estrechamente relacionados. 
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