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Introduccion

La fusariosis radicular o podredumbre
del cuello y raices del tomate es una enfermedad
grave, causada por el hongo Fusarium oxysporum
f.sp. radicis-licopersici (FORL). El tomate tam-
bién se ve afectado por la otra forma especializada
de Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici. (FOL) que causa la fusariosis vascular.
Por otro lado, en los tltimos afios, otra especie del
género Fusarium spp, Fusarium solani, que en un
primer momento se consideraba sapréfito, se ha
demostrado que en determinadas circunstancias
ocasiona también podredumbre del pie y lesiones
radiculares en esta solandcea.

El tomate es uno de los cultivos de expor-
tacién mds importante de la isla de Gran Canaria,
con una historia de mds de 130 afios. El Sector
tomatero en el Archipiélago genera unos 20.000
puestos de trabajo directos e indirectos, en su ma-
yorfa personas de mediana edad y mujeres (FE-
DEX, 2014).

Actualmente, los problemas fitopatoldgicos
mds importantes que contindan afectando al cultivo

del tomate son el TIR (maduracién irregular del to-
mate) y algunas razas denominadas agresivas tanto
del virus del PepMV (virus del mosaico del pepino
dulce) como del STWV (virus del bronceado del

tomate), principalmente.

Otras enfermedades como la fusariosis
radicular causada por el FORL, estd en regresién
en los tltimos afios debido a la obtencién de cul-
tivares de tomate resistente a dicha enfermedad.
Sin embargo, en todas las campanas afecta, si no a
un ndmero elevado de explotaciones, si a aquella
plantacién donde aparece, ya que las pérdidas pue-
den alcanzar el 25%.

El género Fusarium varfa ampliamente en
caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas, inclu-
yendo su virulencia, lo que implica problemas en
la identificacién sobre todo en relacién a la especie,
al dificultar el establecimiento de unas claves ta-
xonémicas estables y ampliamente aceptadas para
el género. Las formas especializadas FORL y FOL
son indistinguibles a nivel morfolégico, lo que
complica su diagnéstico.

Objetivos

La dificultad en el diagnéstico de las en-
fermedades causadas por el género Fusarium spp,
y, en especial, la complejidad en la identificacién
morfoldgica de las dos formas especiales de Fusa-
rium oxysporum que afectan al cultivo del tomate,

FORL y FOL, ha llevado a establecer un proto-
colo de deteccién e identificacién de FORL por
PCR que facilita y precisa el diagndstico de este
patégeno.
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Sintomatologia de la enfermedad

Los primeros sintomas se localizan en
las raices y en el cuello de la planta. Las primeras
presentan coloraciones pardo-rojizas, himedas y
acaban pudriéndose (Fig. 1). El cuello de la planta
es habitual que manifieste un chancro pardo oscuro
que suele extenderse longitudinalmente mds por
un lado del tallo, adoptando la forma de una llama
(Fig. 2), pudiendo ascender hasta 30 cm. La necrosis
interior de las raices alcanza a los vasos del tallo, que
toman también una coloracién parda (Fig. 3) a
pesar de que no se trata de una enfermedad vascular.
Esto se puede apreciar en el corte longitudinal de
la base del tallo. Estas alteraciones provocan un
marchitamiento de las hojas del 4pice y/o un
amarilleo de las hojas basales. Estos sintomas de
la parte aérea aparecen en los dias préximos a la
recoleccién. Finalmente las plantas llegan a morir.

Fig. 2. Chancro en forma de llama

Muestras

Se analizaron macroscépicamente cuatro
muestras de cultivos de tomates que presentaban
sintomas de fusariosis radicular.

De porciones de tejido del tallo de la zona
fronteriza a las necrosis se realizaron siembras en
medios de cultivo PDA-S y PPA semiselectivos y
selectivos para Fusarium spp. Tras la incubacién a
25°C durante 5 dias, se confirmé morfolégicamen-
te mediante observacién microscépica que los aisla-
dos obtenidos pertenecian al género Fusarium spp.

Posteriormente se realizaron cultivos mo-
nosporicos para la obtencién de cultivos puros, y se
volvieron a observar, comparando las caracteristicas

Fig. 1. Necrosis radicular

Fig. 3. Puntos necréticos en vasos

morfolégicas de micelios y conidias. Asi, se pudo de-
terminar que los cuatro aislados de Fusarium perte-
necian a la especie Fusarium oxysporum, si bien, para
confirmar si se trataba de FORL o no, y descartar a
Fusarium solani, se procedié a realizar secuenciacién

y PCR especifica del FORL

Extraccién de ADN

La extraccién de ADN se realizé mediante
el método de CTAB (Moler et al., 1992) a partir
de micelio crecido en los medios PDA procedentes
de cultivos monospéricos.
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Primers y amplificacién de ADN

Los primers utilizados para determinar
Fusarium spp. son EF1 y EF2 mediante la am-
plificacién de un fragmento del gen TEF-1a. El
fragmento que amplifica es de 600-700 pb (tabla
1). En cambio, la pareja de primer Sprl genera un
fragmento de 947 pb especifico para amplificar Fu-
sarium oxysporum f.sp radicis-lycopersici (FORL).

Las condiciones del termociclador para
EF1/EF2 fueron de 1 ciclo a 94 °C 1 min, seguido
de 35 ciclos de 355295 °C , 1 min a 55°Cy 90
s a 72 °Cy una etapa final de extensién de 72 °C
durante 5 min. Para los primers Sprl-f /Sprl-r las
condiciones utilizadas fueron: desnaturalizacién

inicial de 94 °C 5 min, seguido por 45 ciclos a 94

°C 1 min, 61 °C 1 miny 72 °C 2 min, y una etapa
final de extensién de 72 °C durante 5 min.

Las reacciones de amplificacion se realiza-
ron en un volumen de 20 pl, conteniendo 2 pl de
muestra de DNA, 10 ul KOD Hot Start Master
Mix, 0,6 pl de cada primer forward y reverse, y 6,8
pl agua de PCR. La reaccién fue llevada a cabo en
un MasterCycler personal (Eppendorf).

5 ul del producto de PCR de cada reaccién
fue analizado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%.

Tabla 1. Primers utilizados para la identificacién de Fusarium spp. y Fusrium oxysporum radicis-lycopersici.

GTGCAGACTGTCGATGTG
TEF 600-700 bp
GAACCACAACAGGCACGT

ATGGGTAAGGAGGACAAGAC
Sprl 947pb
GGAAGTACCAGTGATCATGTT

Secuenciacion

La secuenciacién de ADN del producto
de amplificacién del gen TEF-1a fue purificado
usando el kit Real Clean Gel/PCR Spin (Valencia,
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Espana). La secuenciacién fue realizada a través del
servicio Macrogen y analizada en el BLAST.
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Cuatro muestras procedentes de diversos cultivos
de tomates fueron analizadas morfolégica y mo-
lecularmente. A partir de la sintomatologia y ca-
racterizacién morfolégica de los aislados fingicos
obtenidos, se pudo determinar que los aislados
pertenecfan al género Fusarium spp. y/o la espe-
cie Fusarium oxysporum (tabla 2). Sin embargo,

Figura. 4. Presentacion de un cromatograma de la secuencia de
nucledtidos del Factor de elongacion (EF)

Fig. 6. Productos de PCR en electroforesis en gel de agarosa
usando los primer sprl para determinar E oxysporum f sp.
radicis-lycopersici (FORL) en aislados de cultivos de tomates.
Muestras 1-2, FORL; 3, FEOx; 4, FEsolani; 5, blanco; MW,

marcador de peso molecular.

en algunos casos fue dificil precisar la especie me-
diante el andlisis macroscépico y microscépico; no
obstante, es importante determinarla puesto que
permite conocer si el hongo es el agente causal de
la enfermedad o si estd presente en el cultivo como
saprofito. Y es por lo que se requiere el uso de téc-
nicas moleculares.

Fig. 5. Determinacion mediante PCR convencional de Fusarium
spp. 1-4, muestras procedentes de cultivos de tomate a analizar;
5, blanco; MW, marcador de peso molecular.

La secuenciacién del producto de PCR
amplificado con el primer TEF 1-o (Fig. 4 y Fig.
5) determind las especies de las cuatro muestras
analizadas (Tabla 2). Esta técnica fue ttil para co-
nocer la especie de las muestras 1 y 4, £ oxysporum
y Esolani respectivamente, y para confirmar el
diagnéstico morfolégico de las muestras 2 y 3.

A pesar de que actualmente se considera a
TEF 1-a como el gen esencial en andlisis multigéni-
cos, debido al alto nivel de polimorfismo entre especies
estrechamente relacionadas, no es posible determinar
mediante secuenciacién la forma especial del género
Fusarium spp.

1abla 2. ldentificacion de aislados de Fusarium basados en el andlisis morfoldgico, secuenciacion de la region del gen TEF I-av y

ensayos de PCR especifica de la especie FORL
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Sin embargo, debido a que el grado de
patogenicidad influye en funcién de la forma es-
pecial del hongo que actie -como es el caso de
FORL y FOL-, consideramos que es interesante
determinar en las cuatro muestras estudiadas si el
agente causal implicado en producir las enferme-
dades fue FORL. Para ello, realizamos PCR espe-
cifica de FORL con los primer Sprl.

Los resultados determinan que las muestras
1 y 2 son FORL (Fig. 6). Por tanto, el diagndstico
final que pudimos determinar complementando las
técnicas moleculares con el andlisis sintomdtico y
morfoldgico es el descrito en la tabla 2.

Conclusion

Es importante realizar secuenciacién de aquellas
especies que no se puedan determinar o de las que
se tenga duda a nivel macroscépico y microscépi-
o, ya que determinard si ese hongo estd causando
la enfermedad o no.

Poder determinar mediante PCR la forma
especial del agente causal tiene gran valor puesto
que precisa el andlisis y permite realizar un estudio

sobre qué hongos son los que mds incidencia tie-
nen para crear variedades resistentes al patégeno y
determinar aquéllas que no muestran resistencia a
dicho patégeno.
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