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Diferenciacion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
y F. o. £. sp. radicis-lycopersici y su deteccion
en planta mediante marcadores RAPD

C. CARBONELL, D. CIFUENTES, J. TELLO y J. L. CENIS

En este trabajo se estudia la aplicacién de los marcadores RAPD para la diferencia-
cién rdpida de las formas especiales lycopersici (Fol) y radicis-lycopersici (Forl) de Fu-
sarium oxysporum. Se estudiaron 32 cepas de Fol y 15 de Forl, aisladas de la zona de
cultivo de tomate de Aguilas y Mazarron (Murcia) y Almeria. Las cepas de Fol mostra-
ron una gran uniformidad genética, agrupandose en dos haplotipos, frente a los 10 ha-
plotipos detectados en Forl. De los 10 cebadores que permitieron las amplificaciones
mdas completas, todos produjeron polimorfismos que permitieron distinguir de forma
inequivoca las dos formas especiales.

Los RAPDs se utilizaron también para detectar la presencia F. o. lycopersici en
plantas de tomate infectadas. Amplificando el ADN extraido de una planta enferma y
comparando el patrén de bandas obtenido con el producido por la planta sana y el
hongo aislado, se pudo identificar en las plantas enfermas una banda de ADN corres-
pondiente al hongo.
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INTRODUCCION

El hongo Fusarium oxysporum, en sus
formas especializadas lycopersici (Sacc.)
Snyder & Hans. y radicis-lycopersici Jarvis
& Shoemaker es uno de los patégenos mds
importantes del cultivo del tomate. F. o. ly-
copersici (Fol) estd ampliamente distribuido
en todo el mundo y su importancia como
causante de traqueomicosis es conocida en
todas las zonas de cultivo de tomate. F. o
radicis-lycopersici (Forl) produce una en-
fermedad diferente, conocida como «podre-
dumbre del cuello y las raices del tomate».
Es una forma especial descrita por primera
vez en 1978 (JARVIS y SHOEMAKER, 1978),
pero ya extendida por las zonas de cultivo

mas importantes del mundo. En Espaifia ha
sido citada por primera vez por TELLO y LA-
CASA (1988).

Ambos patégenos son morfolégicamente
indistinguibles, a pesar de que producen en-
fermedades diferentes, con sindromes que
revelan distintas habilidades parasitarias.
Esto dificulta su identificacién en suelo y
complica cualquier estudio epidemiolégico,
repercutiendo negativamente en un control
mds ajustado y rdpido. Hasta ahora, la tinica
manera para distinguir aislados de ambas
formas especializadas, consiste en inocular-
los sobre plantas de tomate susceptibles y
examinar los sintomas producidos. Ello im-
plica un costo considerable en instalaciones
y tiempo de espera.
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Un enfoque diferente para distinguir las
dos formas especiales con mayor rapidez
seria la utilizacién de técnicas genéticas con
el fin de detectar polimorfismos especificos
de algunas de las dos formas. Del amplio
grupo de técnicas disponibles la més prome-
tedora en principio es la RAPD-PCR (Ran-
dom amplified polymorphic DNA-PCR)
(WILLIAMS et al., 1990). Esta técnica es una
variante de la Reaccién en Cadena de la Po-
limerasa (SAIKI et al., 1985) que mediante
la utilizacién de cebadores de secuencia ar-
bitraria y reducida temperatura de anilla-
miento permite la amplificacién de frag-
mentos de ADN altamente polimérficos dis-
tribuidos al azar por todo el genoma. La
RAPD-PCR destaca por su gran poder reso-
lutivo con un coste relativamente bajo. Asf,
en un estudio de 38 cepas espafiolas de Rhi-
zoctonia spp., CENIS et al., (1992) encuen-
tran una pauta de bandas amplificadas dife-
rente para cada una de las cepas.

A pesar de la relativa juventud de la técni-
ca, ésta ha sido ampliamente utilizada en el
estudio de hongos. Centrdndonos en el gé-
nero Fusarium, se pueden citar los trabajos
de CROWHURST et al., (1991), en el que dis-
tinguen las razas 1 y 2 de F. solani f. sp. cu-
curbitae, GRAJAL-MARTIN et al., (1993),
que distinguen la raza 2 de F. oxysporum
f. sp. pisi, y OUELLET y SEIFERT (1993), que
separan diferentes cepas de F. graminearum
basdndose en los patrones de bandas RAPD.

Otra posibilidad, poco explorada, que
ofrece la técnica RAPD, es la de detectar di-
rectamente la presencia del agente patégeno
en una planta enferma. Aunque la ejecucién
de la técnica en una planta infectada conlle-
va la amplificacién conjunta e indistinguible
de ADN de la planta y el patdgeno, la com-
paracién de los patrones de bandas obtenidos
mediante la amplificacién por separado del
hongo aislado, una planta sana y una infecta-
da, permitirfa identificar por comparacién la
presencia de las bandas pertenecientes al
hongo en el patrén de la planta infectada.

El primer objetivo del presente trabajo es
el de determinar si los marcadores RAPD
son utilizables para distinguir de forma rapi-

da las formas especializadas F. o lycopersici
y F. o. radicis-lycopersici. Un segundo ob-
jetivo es el de comprobar si puede detectar-
se la presencia del hongo en plantas de to-
mate infectadas mediante la comparacién de
las bandas de ADN amplificado obtenidas
en la planta enferma con las obtenidas en la
planta sana.

MATERIAL Y METODOS

Cepas utilizadas: Las cepas utilizadas
procedieron de la coleccién de uno de los
autores (J. Tello), mantenida en el INSPV.
Todas ellas fueron aisladas de la zona del
Sudeste Peninsular de Espaiia. La identifica-
cién de la forma especializada de la mayoria
de ellas fue realizada en trabajos anteriores
(TELLO y LACASA, 1988, 1990). Se utiliza-
ron un total de 32 cepas de Fol y 15 de Forl
cuyo cédigo y procedencia aparece en el
Cuadro 1.

Extraccion de ADN y reacciones PCR:
La extraccién del ADN de las cepas se reali-
z6 mediante un método a pequeiia escala des-
crito anteriormente (CENIS, 1992). Las reac-
ciones PCR vy la visualizacién de los resulta-
dos se realizaron en la forma descrita ante-
riormente (CENIS, 1993). Los cebadores utili-
zados fueron oligonucledtidos de 10 bases y
secuencia arbitraria suministrados por Ope-
ron Technologies (Alameda, CA, EE.UU.).

Disefio del experimento y cebadores
utilizados: En un primer experimento, se
estudiaron todas las cepas, sometiéndolas a
reacciones con los cebadores OPA-01,
OPA-09, OPB-01 y OPB-02 que produjeron
un total de 25 bandas. A partir de estas ban-
das, se calculé la similaridad entre las mis-
mas mediante el estimador F de Nei y Li
(1979). (F = 2n,, / n, + n,, donde n,, es el
ndimero de bandas compartidas por las cepas
x ey, siendo n, y n, el niimero total de ban-
das de las dos cepas). Los datos de similari-
dad fueron utilizados para establecer un
dendrograma, segiin el método UPGMA del
programa NTSYS (ROHLF, 1988). En un se-
gundo experimento, un conjunto de cepas



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 20, 1994 921

Cuadro 1.-Cédigo y procedencia de las cepas utilizadas

Cédigo Lugar aislamiento Codigo Lugar aislamiento

Fol 31 Aguilas Forl 1 Mazarrén

Fol 32 Aguilas Forl 3 Mazarrén

Fol 33 Aguilas Forl 4 Alhama

Fol 34 Aguilas Forl 6

Fol 35 Aguilas Forl 8 Aguilas

Fol 36 Aguilas Forl 9 Mazarrén
Forl 12 Mazarrén
Forl 13 Mazarrén

Fol 39 Aguilas Forl 17 Mazarrén

Fol 40 El Alamillo (Mazarrén) Forl 19

Fol 41 El Alamillo (Mazarrén) Forl 20

Fol 42 El Alamillo (Mazarrén) Forl 22 Almeria
Forl 25 C. Gallego

Fol 44 El Alamillo (Mazarrén) Forl 27 Isla Plana

Fol 45 El Alamillo (Mazarrén) Forl 29 Ramonete (Aguilas)

Fol 47 El Alamillo (Mazarrén)

Fol 48 El Alamillo (Mazarrén)

Fol 49 El Alamillo (Mazarrén)

Fol 50 El Alamillo (Mazarrén)

Fol 51 El Alamillo (Mazarrén)

Fol 52 El Alamillo (Mazarrén)

Fol 53 El Alamillo (Mazarrén)

Fol 54 El Alamillo (Mazarrén)

Fol 55 Aguilas

Fol 56 Aguilas

Fol 57 Aguilas

Fol 58 Aguilas

Fol 59 La Cafiada (Mazarrén)

Fol 60 La Cafiada (Mazarrén)

Fol 61 Aguilas

Fol 62 Aguilas

Fol 63 Aguilas

Fol 65 Aguilas

Fol 67 Aguilas

Fol 68 Aguilas

representativas de cada grupo asi obtenido,
fue sometido a reacciones con los 40 ceba-
dores de los conjuntos OPA y OPB.
Deteccién del hongo en la planta: Para
la deteccién del hongo en plantas enfermas,
se procedi6 primero a la inoculacién contro-
lada de las mismas. Para ello se cultivaron
12 plantas de tomate cv «Muchamiel» en
bandejas de pldstico con un sustrato com-
puesto por turba y perlita al 50 %. Las plan-

tas fueron cultivadas en cdmara climadtica, a
una temperatura de 24 °C. Cuando las plan-
tas tuvieron 4 hojas verdaderas, se tomaron
fragmentos de hoja de cada planta de los
que se extrajo el ADN por el método descri-
to para los hongos. A continuacién se regé
el sustrato con una solucién de micelio y es-
poras del hongo, tal como se describe en
TELLO y LACASA (1990). La inoculacién se
realizé con la cepa Fol-245 de F.o. lycoper-
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sici. Al cabo de 50 dias, las plantas comen-
zaron a manifestar sintomas de la enferme-
dad. Se cortaron fragmentos de tallo y pe-
ciolos de 2 cm y con signos de necrosis en
el xilema, que se lavaron y flamearon. Estos
fragmentos se dividieron en dos. Una parte
fue procesada para la extraccion de ADN
por el método descrito anteriormente, y la
otra fue sembrada en una placa de Petri con
medio Komada, selectivo para Fusarium. El
ADN obtenido de la planta infectada, el ob-
tenido de la mismas plantas antes de la ino-
culacion, y el del hongo, fueron sometidos a
una PCR con el cebador OPB-02, en la
forma descrita.

20,00 40,00 40,00

RESULTADOS

Diferenciacion de las formas especiales:
El agrupamiento de las cepas obtenido tras
el andlisis con los cebadores OPA-01, -09,
OPB-01 y -02, aparece expresado en el den-
drograma de la Figura 1. (Las cepas Fol-31,
-32,-34,-35, -36, -41, -48, -50, -51, -53, -54,
-55, -56, -59, -61, -65, y -67 no se han re-
presentado en el mismo por tener un patrén
de bandas idéntico al de las cepas del grupo
Fol 33). La observacién del dendrograma
indica que las cepas de Fol se encuadran en
dos haplotipos, muy similares entre si. Uno
de ellos agrupa a 29 cepas y el otro a tres.
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Fig. 1.-Dendrograma obtenido de los datos de similaridad (porcentaje de bandas compartidas) de las cepas
de Fol y Forl mediante el método UPGMA del programa NTSYS.
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La cepa Fol-56, que aparece ampliamente
divergente de todas las demas, resultd estar
contaminada, como reveld un andlisis poste-
rior. Frente a esta gran uniformidad genética
de las cepas de Fol, se constata una mayor
diversidad en las cepas de Forl. Hasta 10 ha-
plotipos se detectan en el conjunto de 15
cepas de Forl. Uno de ellos engloba a 5
cepas, mientras que otros siete estdn consti-
tuidos por una sola cepa.

A partir de los resultados expresados en el
dendrograma, se seleccioné una cepa repre-
sentativa de cada uno de los haplotipos. Las
cepas escogidas fueron dos de Fol (Fol 39 y
57) y siete de Forl (Forl 1,4, 9, 12,15, 19y
25). Este grupo de 9 cepas se sometid a un
analisis mas detallado con un mayor niimero
de cebadores. De los 40 cebadores ensaya-
dos con estas cepas, la mayoria no dieron
una amplificacién satisfactoria de todas las
cepas. Los mds eficientes resultaron ser los
OPA-01, OPA-09, OPB-01, OPB-02, OPB-

m 1 2

03, OPB-05, OPB-06, OPB-07, OPB-08, y
OPB-09. Con todos ellos, los patrones de
bandas obtenidos permitieron distinguir de
forma inequivoca las dos cepas de Fol de las
siete de Forl. En la Figura 2 se incluyen los
patrones de bandas obtenidos con los ceba-
dores OPB-02 y OPA-09. Con el primer ce-
bador, se aprecia la existencia de una banda
de 1550 pares de bases (pb) presente en Fol
pero no asi en Forl. En las reacciones con el
OPA-09, también se aprecia una banda de
2700 pb. especifica de Fol. En ambos casos,
hay numerosas bandas de Forl que no apare-
cen en Fol.

Detecciéon del hongo en planta: Un 15 %
de las reacciones de amplificacion de ADN
de plantas inoculadas, junto con la amplifi-
cacién del hongo y plantas testigos, no die-
ron resultados concluyentes, debido al fallo
parcial o total de la amplificacién. El resul-
tado del resto de las reacciones aparece en
la Figura 3. Las plantas de tomate no infec-

3 4 5 6 7 8 9

Fig. 2.—Patrones de ADN amplificado de distintas cepas de F.o. [ycopersici y F.o. radicis-lycopersici,
Carril m: Marcador de tamafo molecular. Ladder de 123 pb. Panel A: ADN amplificado con el cebador OPB-02.
Panel B: ADN amplificado con el cebador OPA-09. Carril 1: Fol-39; carril 2: Fol-57; carril 3: Forl-1; carril 4: Forl-4;
carril 5: Forl-9; carril 6: Forl-12; carril 7: Forl-15: carril 8: Forl-19; carril 9: Forl-25.
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Fig. 3.—Patrones de ADN amplificado con el cebador OPB-02 de plantas sanas e infectadas por F.o lvcopersici. Carril m:
Marcador de tamaiio molecular. «Ladder» de 123 pb. Carriles | a 4: ADN de cuatro plantas de tomate no infectadas;
carriles 5 y 6: Dos repeticiones con ADN de la cepa Fol-245 de F.o. lycopersici; carriles 7-17: ADN de plantas infectadas
con el hongo, de las cuales se reaislé el mismo; carril 18: ADN de planta inoculada pero de la que no se reaislo el hongo.

tadas mostraron tres bandas intensas, de un
tamano de 1550, 700 y 320 pb y una muy
tenue de 730 pb. En las dos reacciones de la
cepa del hongo se observé la presencia de
dos bandas, una intensa de tamaiio 860 pb y
una muy tenue de 730 pb. Las plantas infec-
tadas, mostraron tanto las bandas correspon-
dientes al tomate como las correspondientes
al hongo. De todas las muestras que mostra-
ron la banda correspondiente al hongo, se
aislé el mismo en el medio Komada, mien-
tras que no se aislo en el dnico caso en que
no se detectd la banda del hongo.

DISCUSION

Los resultados presentados, ponen de ma-
nifiesto la posibilidad de diferenciar de
forma inequivoca las formas especiales ly-
copersici y radicis-lycopersici de Fusarium
oxysporum mediante marcadores RAPD.

Puede objetarse que la muestra de aisla-
mientos del hongo pertenece a una zona ge-
ogréfica relativamente reducida, y el estudio
de nuevos aislados podrfa producir resulta-
dos diferentes. A pesar de ello, el hecho de
que los aislados de Fol y Forl se agrupen en
dos grandes grupos que ramifican a un nivel
de similaridad de 65 %, indica que la dife-
rencia genética de las dos formas es aprecia-
ble y dentro del rango accesible al analisis
de los RAPDs. Estos marcadores se mues-
tran superiores al andlisis de isoenzimas
para la separacion de las dos formas espe-
ciales, dado que en un estudio previo con
ocho sistemas enzimaticos de 49 cepas de
Forl y 19 de Fol, no se detectd ninguna dife-
rencia entre ambas formas (KATAN et al.,
1991). No obstante, la relacién genética
entre dos organismos deducida mediante
RAPDs es comparable con la obtenida a tra-
vés del andlisis de isoenzimas, como de-
muestran MEGNEGNEAU et al., en Aspergi-
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llus spp. (1993). La posibilidad de distinguir
las dos formas serd de gran ayuda en estu-
dios epidemiolégicos, dado que a partir del
aislamiento del hongo, la determinacién de
su forma especial mediante RAPD implica
un periodo de 4 dias, frente a las varias se-
manas necesarias para la determinacién me-
diante inoculacién de plantas. Los resulta-
dos obtenidos invitan a pensar que los
RAPDs pueden ser utilizables como marca-
dores de las varias decenas de formas espe-
ciales descritas en F. oxysporum. Sin em-
bargo, los resultados obtenidos en estudios
preliminares con F.o. melonis, F.o. niveum
y F.o. dianthi indican que este uso de los
RAPD no tiene una validez general. (CENIS
et al., en preparacion). En estos casos se en-
cuentra mds variabilidad dentro de cada una
de las formas que entre ellas. En estas con-
diciones, el uso de los RAPDs es escasa-
mente operativo.

Un hecho interesante que ha puesto de
manifiesto el presente estudio es la gran uni-
formidad genética de los aislamientos de
F.o. lycopersici. Esto contrasta con los datos
obtenidos mediante andlisis de isoenzimas,
en que se detectaron 34 fenotipos en una co-
leccién mundial de 118 aislamientos (ELiAS
y SCHNEIDER, 1992). Por el contrario, la va-
riabilidad detectada en F.o. radicis-lycoper-
sici parece mayor de lo que ha sido descrito
por otros autores. KATAN et al., (1991), en
un estudio de 49 cepas de F.o. radicis-lyco-
persici de Israel y otros siete paises, no en-
cuentran ninglin polimorfismo enzimdtico
entre ellas trabajando con ocho isoenzimas.
Sin embargo el muestreo de las cepas utili-
zadas en el presente trabajo es inadecuado,
por reducido, para extraer conclusiones de
los datos de variabilidad.

Los resultados obtenidos en el experi-
mento de deteccién del hongo en la planta
enferma demuestran que los RAPD pueden
utilizarse de forma rdpida y sencilla en la
deteccién de microorganismos. El concep-
to de amplificar conjuntamente el ADN de
dos organismos y determinar a cual perte-
necen las distintas bandas mediante com-
paracién con las de los dos por separado,

también ha sido utilizado para detectar la
presencia de pardsitos en insectos (GUIRAO
et al., 1993). Los RAPDs han sido pro-
puestos con anterioridad para la deteccion
de las razas 1 y 2 de F. solani f.sp. cucur-
bitae, a partir del aislamiento de las bandas
polimérficas y su utilizacién como sonda
de hibridaci6én en membrana (CROWHURST
et al., 1991). El método propuesto aqui es
mds sencillo, por cuanto suprime la necesi-
dad de aislamiento de la banda y su marca-
je radioactivo. Sin embargo, hay algunas
importantes limitaciones a considerar. En
primer lugar, es esencial incluir controles
tanto de la planta sana como del hongo ais-
lado. A su vez, hay que incluir varias cepas
diferentes del hongo para contar con la va-
riabilidad que éste pueda mostrar con res-
pecto a la presencia de las bandas que se
estan utilizando como diagndsticas, a no
ser que se tenga la seguridad, obtenida en
estudios previos, de que las bandas diag-
nésticas estdn conservadas en la especie o
forma especial del hongo. También es im-
portante trabajar con el mdximo cuidado
para evitar la contaminacién accidental de
las muestras en el laboratorio, que podria
dar lugar a falsos positivos, o bien reaccio-
nes fallidas, que producen falsos negativos.
En este sentido hay que considerar que es
inevitable un porcentaje variable de reac-
ciones con resultados poco concluyentes
debido al fallo total o parcial de la reac-
cién. En cualquier caso, a pesar de sus pre-
sentes limitaciones, este enfoque constitu-
ye una linea a desarrollar en el futuro dada
su sencillez.

Como conclusién puede afirmarse que los
RAPD constituyen una herramienta 1til en
la distincién de las formas especiales F.o.
Iycopersici y F.o. radicis-lycopersici, facili-
tando asi su deteccién y seguimiento epide-
miolégico en el suelo. En cuanto a su vali-
dez como método general con otras formas
especiales, serd necesario un estudio més
amplio y profundo, para evaluar el efecto de
la gran variabilidad de esta especie en este
tipo de aplicacién.
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ABSTRACT

CARBONELL, C.; CIFUENTES, D.; TELLO J. y CENIS, J. L., 1994: Differentiation of Fu-
sarium oxysporum f. sp. lycopersici and F.o. {. sp. radicis-lycopersici and its detection
in plant by RAPD markers. Bol. San. Veg. Plagas, 20(4): 919-926.

In this work, it is studied the application of RAPD markers to the differentiation of
the formae especialis lycopersici (Fol) and radicis-lycopersici (Forl) of Fusarium oxys-
porum. The strains used in the study, 32 from Fol and 15 from Forl, were isolated in
the tomato-growing area of Aguilas and Mazarrén (Murcia) and Almeria. The Fol
strains showed a elevated genetic uniformity, grouping in two haplotypes, by contrast
with the 10 haplotypes found in the Forl strains. All the 10 primers which gave the best
amplifications, produced polymorphisms which allowed the differentiation of the two
formae specialis. The RAPDs were also used for the detection of F.o. lycopersici in in-
fected tomato plants. By amplification of the DNA extracted from a diseased plant and
comparison of the obtained pattern with that of the healthy plant and the isolated fun-

gus, it was possible to identify in the diseased plants a DNA band from the fungus.

Key Words: Random amplified polymorphic DNA, Polymerase Chain Reaction,

PCR, Tomato.
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